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1 Einleitung  
 
1.1 Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) 
1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 
Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) gehört mit 3,2 % (♂) bzw. 3,6 % (♀) Beteiligung zu den 
zehn häufigsten malignen Tumorerkrankungen in Deutschland. Im Jahre 2010 erkrankten über 
16.000 Menschen an einem PDAC. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei Männern bei 71 und bei 
Frauen bei 75 Jahren. Das Lebenszeitrisiko beträgt für beide Geschlechter 1,6 % [1].  
Obwohl das PDAC nur einen kleinen Anteil unter den verschienden Tumorentitäten darstellt, bedingt 
die Bösartigkeit des Tumors 6,4 % (♂) bzw. 7,9 % (♀) aller tumorbedingten Todesfälle und steht an 
vierter Stelle der malignen Todesursachen [1]. Die Prognose für das PDAC ist fatal. Dies spiegelt sich 
ebenfalls in der standardisierten Inzidenz- (13,8 % ♂ / 10,0 % ♀) und Mortalitätsrate (12,8 % ♂ / 
9,5 % ♀) von 2011 wieder, die nahezu identisch sind [1]. Bereits im ersten Erkrankungsjahr sterben 
mehr als 60 % der Erkrankten, die 5-Jahres-Überlebensrate liegt für beide Geschlechter bei 8 %. Das 
PDAC weist somit die niedrigsten Überlebensraten unter allen Krebserkrankungen auf [1]. 
Die meisten Fälle des PDAC treten sporadisch auf. Der wichtigste prädisponierende Faktor dabei ist 
ein hohes Lebensalter [2]. Daneben gelten als gesicherte Umweltrisikofaktoren Nikotin- und 
Alkoholabusus. Eine Assoziation zu Ernährungsgewohnheiten (hoher Fett- und Fleischkonsum) wird 
diskutiert [2-4]. Weiterhin steht der Einfluss umweltbedingter Schadstoffe durch berufliche 
Exposition (Minen- und Zementarbeiter) sowie gegenüber Chemikalien (2-Naphthlyamin, Benzidin, 
Benzinderivaten) in Verdacht, risikoerhöhend zu sein [3].  
Als krankengeschichtliche Risikofaktoren gelten Adipositas und ein langjähriger Diabetes mellitus 
Typ 2 [2, 3]. Patienten, die an einer chronischen Pankreatitis (CP) leiden, weisen ein kumulatives 
Risiko bei einem 20-jährigen Verlauf von etwa 4 % auf [2] und erkranken bis zu 20-mal häufiger an 
einem PDAC als Personen aus Kontrollgruppen [5]. 
In 10 % der Pankreaskarzinomfälle kommen hereditäre Ursachen in Betracht [2, 6]. Dabei sind 
diverse hereditäre Tumorsyndrome mit einem vermehrten Auftreten eines PDAC assoziiert. Dazu 
zählen unter anderem das familiäre Mamma- und Ovarialkarzinom (Hereditary Breast and Ovarian 
Cancer: HBOC), die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) sowie das hereditäre nicht-polypöse 
kolorektale Karzinom (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer: HNPCC) sowie diverse weitere [4, 
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6, 7]. Tritt das PDAC innerhalb einer Familie bei zwei erstgradig Verwandten ohne andere 
Tumorentitäten auf, spricht man von einem familiären Pankreaskarzinom (Familial pancreatic cancer: 
FPC) [6]. Als weiterer vererbarer Risikofaktor gilt die hereditäre Pankreatitis. Davon betroffene 
Patienten weisen ein erhöhtes Lebenszeitrisiko von 40 % auf, ebenfalls an einem PDAC bis zum 70. 
Lebensjahr zu erkranken [2]. 
1.1.2 Makro- und mikroskopische Pathologie des PDAC 
Neoplasien des Pankreas lassen sich in solide und zystische Pathologien unterteilen [10]. Das duktale 
Adenokarzinom gehört den soliden Epitheltumoren an. Da es mit 80-90 % die häufigste Form der 
malignen Pankreastumore darstellt [2, 4] und Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit ist, wird auf 
die zystischen Läsionen im Folgenden nich weiter eingegangen. Die bevorzugte Lage des 
makroskopisch derb-weißlich wirkenden Tumors ist der Pankreaskopf [2, 8]. 
Histologisch typisch für das PDAC sind schleimbildende Drüsen, die vorwiegend zwei Formationen 
annehmen [8]. Zum einen können sie sich gut differenziert mit dicht gelagerten 
Tumordrüsenschläuchen und einem wenig polymorphen Zylinderepithel in polarer Anordnung 
präsentieren. Zum anderen ist ein weniger differenziertes Erscheinungsbild mit einem 
Nebeneinander von gut entwickelten Drüsenformationen und weniger ausgereiften tubulären 
Strukturen möglich [8]. Begleitend tritt eine charakteristische intensive desmoplastische 
Stromareaktion auf, die aus Fibroblasten, inflammatorischen sowie endothelialen Zellen und einer 
komplexen extrazellulären Matrix (EZM) besteht [7]. Häufig finden sich zentrale Nekrosen und 
perifokale Bindegewebsneubildungen sowohl im Primärtumor als auch in Metastasen [8]. Die 
Abgrenzung der ohnehin unscharfen Tumorränder kann durch eine Begleitpankreatitis und 
Vernarbungsprozesse erschwert werden [8]. Die Ausbreitung des Tumors erfolgt mikroskopisch 
durch Ausläuferzellen invasiv entlang von Nervenscheiden, lymphatischem Gewebe und kleinen 
Gefäßen [7, 8]. Am häufigsten treten regionale Lymphknoten- und Lebermetastasen auf. Seltener 
sind Lunge und Peritoneum, sehr selten Knochen und Nebennieren betroffen [2]. 
Die histologische Unterscheidung in die verschiedenen Varianten des PDAC bestimmt die Prognose 
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1.1.3 Tumorprogressionsmodell: Vorläuferläsionen des PDAC und genetische 
Grundlagen 
Wie andere epitheliale Tumoren entwickelt sich auch das PDAC über verschiedene Vorläuferstadien 
[2]. Die bedeutendste Vorläuferläsion stellt die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN) dar 
[9]. Die PanIN wird in vier Dysplasiegrade unterteilt. Dabei spiegeln sich die unterschiedlichen 
Progressionsstadien in morphologischen Korrelaten wider. Ausgehend vom gesunden Gangepithel 
entwickelt sich zunächst eine flache Epithelläsion (PanIN-IA) bzw. papilläre Epithelwucherung (PanIN-
IB) ohne Zellatypien. Daraus entsteht eine papilläre bzw. kribriforme Epithelwucherung mit gering- 
bzw. hochgradigen Zellatypien (PanIN-II bzw.-III/CIS: Carcinoma In Situ). Bei Überschreiten der 
Basallamina handelt es sich definitionsgemäß um ein infiltrativ wachsendes Karzinom [3, 8].  
 
Abbildung 1: Genetisches Progressionsmodel des PDAC: Grün: Vom gesunden duktalen Epithel über eine 
Reihe von histologischen Vorläuferläsionen (PanIN-I-III) zum infiltrativen Karzinom (links nach rechts); Blau: 
histologische Kriterien; Gelb: verschiedene Zeitpunkte der genetischen Alterationen. Auf Grundlage: [3, 10, 11]. 
CIS: Carcinoma in situ 
PanINs sind häufig angrenzend bzw. im PDAC lokalisiert. Verlaufsdokumentationen von Patienten 
bestätigten, dass sich aus PanINs ein infiltratives PDAC entwickeln kann [12]. Die Zunahme von 
zytologischen Atypien in den PanINs geht mit bestimmten genetischen Veränderungen einher [11]. 
Viele dieser sporadischen genetischen Alterationen treten ebenfalls im infiltrativen PDAC auf [2, 9]. 
Dies stellt die Grundlage für das Progressionsmodel des PDAC dar (Abbildung 1). Festzustellen ist, 
dass einige Mutationen vor anderen auftreten, obwohl nicht zwangsläufig jede Mutation in jedem 
PDAC vorkommt. So stellen die Punktmutationen im Kirsten ras oncogene (KRAS) und die 
Überexpression von Human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2/neu) frühe Ereignisse dar, 
wobei die Mutation von KRAS bereits in über 90 % der ersten Vorläuferläsionen (PanIN-I) zu finden 
ist. Daneben kommt es frühzeitig zur Telomerverkürzung [2]. Im Anschluss daran erfolgt meist die 
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Inaktivierung des Tumorsuppressorgenes p16, späte Ereignisse sind die Inaktivierung der 
Tumorsuppressorgene TP53, DPC4 sowie BRCA2 [10, 11].  
1.1.4 Klinische Darstellung des PDAC  
Symptome des Pankreas werden aufgrund seiner retroperitonealen Lage erst spät klinisch manifest. 
Oft unerkannt bleiben unspezifische Vorboten wie Unwohlsein, Appetitlosigkeit, Bauch- und 
Rückenschmerzen, die möglicherweise erst bei der Ausprägung einer Kachexie und Schwäche ernst 
genommen werden. Ein auffälliges Zeichen ist der schmerzlose Ikterus. Dabei verursacht ein Tumor 
des Pankreaskopfes durch die Kompression des Gallengangs einen Gallenstau. Wird das Duodenum 
obstruiert, treten Übelkeit und Erbrechen auf. Eine Gangobstruktion des Pankreas selbst kann zur 
Ausprägung einer akuten Pankreatitis führen. Ein weiterer Hinweis auf ein malignes Geschehen kann 
das Neuauftreten eines Diabetes mellitus sein [2]. 
1.1.5 Therapieoptionen des PDACs 
Unglücklicherweise kann aufgrund der spät auftretenden Symptome, der frühen Metastasierung und 
der ungünstigen Tumorlage nur bei 15-20 % der Betroffenen die einzig potentiell kurative Therapie, 
die Operation (partielle Pankreatikodudenoektomie nach Whipple) angestrebt werden [2]. Ziel der 
Operation ist die totale Tumorentfernung en-bloc im Gesunden [4]. Ergänzend zur chirurgischen 
Therapie wird je nach Resektion R0 bzw. R1 (R0= mikroskopisch keine Karzinomzellen am 
Resektionsrand nachweisbar; R1= am Resektionsrand sind Karzinomzellen nachweisbar) eine 
adjuvante bzw. additive Chemotherapie mit Gemcitabin oder 5-FU/Folinsäure vorgenommen [4].  
Zur Therapie des metastasierten PDACs gehört neben der palliativen Chirurgie die Chemotherapie 
mit Gemcitabin. Alternativ zur Gemcitabin-Monotherapie kann eine Kombinationstherapie aus 
Gemcitabin und Erlotinib (Epithelial-growth-factor (EGF)-Rezeptortyrosinkinaseinhibitor) eingesetzt 
werden. Bei günstigem Risikoprofil und gutem Allgemeinstatus kann das FOLFIRINOX-Protokoll 
(Kombination aus 5-FU/Folinsäure, Irinotecan und Oxaliplatin) angewandt werden [4]. Eine 
Radiotherapie wird aufgrund des umfangreichen Nebenwirkungsspektrums nicht empfohlen. 
Aufgrund dieser miserablen Ausgangslage stehen in der palliativen Therapie supportive Maßnahmen, 








Da die einzig kurative Therapieoption des PDAC die Operation in einem frühen Stadium der 
Erkrankung darstellt und eine ausgeprägte Chemo- und Strahlenresistenz zu einer schlechten 
Therapierbarkeit in späteren Stadien führt, werden in der Forschung zunehmend die Strukturen des 
Tumorstromas und der dort ansässigen Zellen als therapeutische Ansatzpunkte fokussiert.  
Darüber hinaus stellt eine frühzeitige Erkennung des PDAC eine wichtige Voraussetzung für das 
Langzeitüberleben dar, sodass ein Screening-Verfahren von Hochrisikopatienten sowie eine 
verbesserte Diagnostik von Vorläuferläsionen ebenso sinnvoll wie wünschenswert ist. 
 
1.2 Die Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) 
1.2.1 Charakteristika von epithelialen und mesenchymalen Zellen  
Epitheliale Zellen sind differenzierte Zellen, die der Abgrenzung des Körpers zur Außenwelt dienen 
[13]. Sie bilden feste Zellverbände über tight, adherens und gap junctions sowie Desmosomen [14]. 
Adherens junctions sind für den Zell-Kontakt epithelialer Zellen untereinander zuständig, während 
Gap junctions der lateralen Seite die Kontakte zwischen Zelle und EZM herstellen. Durch die 
Basallamina wird eine Polarisation der Zellen mit einer apikal-basolateralen Ausrichtung erreicht. 
Weiterhin dient die Basallamina als Verankerung der basalen Zelloberfläche mit der EZM und 
beschränkt das Bewegungsausmaß der Zellen auf eine laterale Migration innerhalb des Zellverbands 
[14-16]. An der apikalen Seite besitzen die Epithelzellen spezialisierte Charakteristika wie Mikrovilli 
bzw. Adhäsionsmoleküle [15]. Zu den charakteristischen Markern, die von Epithelzellen exprimiert 
werden, zählt das Adhäsionsmolekül E-Cadherin, das der Klasse der Typ-1-
Transmembranglykoproteine angehört. Es ist in adherens junctions und Desmosomen lokalisiert und 
nimmt eine wichtige Rolle beim Erhalt der strukturellen Integrität in epithelialen Zellschichten durch 
Zell-Zellkontakte ein [17, 18]. Außerdem interagiert es mit Immunglobulinen benachbarter Zellen. 
Über seine intrazelluläre Domäne ist es an das Aktin-Zytoskelett und an eine Reihe von Signalwegen, 
vor allem Wnt bzw. ß-Catenin, angeschlossen [19, 20]. Weitere Epithelmarker sind Occludin und 
Claudin (beide Bestandteile der tight junction) [21, 22], Desmoplakin (Protein der Desmosomen), ein 
Teil der Intermediärfilamente sowie die Zytokeratine [21].  
Mesenchymale Zellen, zu denen unter anderem Fibroblasten zählen, liegen lose verteilt in der EZM 
[20]. Sie besitzen eine bipolare Morphologie und eine feine spindel- bzw. sternförmige Struktur. 
Kontakte der mesenchymalen Zellen sind zufällig und instabil, eine Bindung zur Basallamina fehlt. 
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Das Zytoplasma ist organellreich mit großen Mitochondrien, einem gut entwickelten Golgi-Apparat, 
vielen freien Polyribosomen und langen Segmenten von granulärem Endoplasmatischen Retikulum 
[15]. Die Zellen weisen eine hohe Migrationsfähigkeit auf [14]. Zu den mesenchymalen Markern 
zählen das Intermediärfilament Vimentin, α-smooth muscle actin (α-SMA), extrazelluläre 
Glykoproteine wie Fibronektin und Vitronektin, das fibroblastenspezifische Protein-1 (FSP-1) sowie 
das Adhäsionsmolekül N-Cadherin [14, 16]. Außerdem werden die Transkriptionsfaktoren Slug und 
Snail vermehrt exprimiert [14].  
1.2.2 Charakteristika der EMT 
Die Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) ist ein biologischer Prozess, der es polarisierten 
epithelialen Zellen erlaubt durch multiple Veränderungen einen mesenchymalen Phänotyp 
anzunehmen [18]. Für das Gelingen wird ein breites Spektrum von inter- und intrazellulären 
Veränderungen benötigt [14]. Diese finden jedoch nicht immer alle gleichermaßen statt. Der Vorgang 
der EMT ist zwar aus der Embryo- und Organogenese bekannt, jedoch wurde lange Zeit 
angenommen, dass adulte Epithelialzellen einem Zustand der Stabilität unterliegen. Erst die 
Entdeckungen von Greenburg und Hay [15] zeigten, dass es auch in adulten epithelialen Zellen unter 
bestimmten Bedingungen zu einer Transition mit Aneignung von mesenchymalen Charakteristika 
kommen kann [15]. Der dadurch entstehende spindelförmige Phänotyp mit feinen Filopodien und 
Pseudopodium ermöglicht die Ausbreitung und Fortbewegung in einer dreidimensionalen Kollagen-
Matrix. Diese Eigenschaft wurde bis dato nur mesenchymalen und malignen Zellen zugesprochen 
[15] (siehe Tabelle 1) 
Charakteristika Epithelialer Zustand Mesenchymaler Zustand 
   
Figur Polygonal, hochprismatisch Spindelförmig 
Polarisation Apico-basolateral Anterior-posterior 
Zell-Zell Kontakte Stark Fokal 
Migrationspotential Limitiert Stark 
Marker E-Cadherin,Zytokeratin, 
Occludin, Claudin, Desmoplakin 
Vimentin, α-SMA,N-Cadherin, 
Fibronektin,Vitronektin 
Transkriptionsfaktoren  Snail, Slug, SIP1 , ZEB-2, Twist, 
LEF-1 
Tabelle 1: Übersicht EMT-assoziierter Veränderungen in Epithelzellen, modifiziert nach [17, 23] 
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1.2.3 Rolle der EMT in der Karzinogenese  
Kalluri und Weinberg etablierten eine Klassifikation zur Unterscheidung verschiedener EMT-
Subtypen. Neben der physiologischen EMT während der Embryo- und Organogenese werden zwei 
weitere Arten differenziert. Zum einen EMT, die die Wundheilung und Geweberegeneration 
ermöglicht und mit Inflammation und der Entstehung von Fibrose einhergeht [23]. Zum anderen 
definierten Kalluri und Weinberg als dritten EMT-Subtyp den Prozess, der die Progression von 
neoplastischen Zellen unterstützt [23].  
Die häufigsten soliden Tumore des Menschen, die sogenannten Karzinome, stammen von 
verschieden epithelialen Zellen des Körpers [20]. Bei der Entwicklung des Karzinoms nimmt die EMT 
eine wichtige und unterstützende Funktion auf mehreren Stufen ein [17, 23]. So wird zunächst die 
Invasivität und Motilität der Zellen erhöht. Dadurch gelingt die Loslösung aus dem Zellverband sowie 
das Durchbrechen der Basallamina (invasion). Mit dem Zugang zu Blut-/Lymphgefäßen 
(intravasation) wird eine Streuung und Verteilung der Zellen im Körper ermöglicht [17, 24]. Auch 
beim Verlassen des Blutstroms (extravasation) und/oder der Formation von Mikrometastasen wird 
vermutet, dass EMT bzw. deren Reversion eine Rolle spielt [17, 24]. Um effektiv Makrometastasen in 
entfernten Organen zu formen, müssen die Tumorzellen verschiedene Gewebe infiltrieren, sich an 
ihre neue Umwelt anpassen, und eine starke Proliferationsfähigkeit aufweisen. Um diese Prozesse zu 
ermöglichen, wird bei den Tumorzellen die Mesenchymal-Epitheliale-Transition (MET) diskutiert [17, 
21]. Es wird deutlich, dass EMT kein irreversibler Prozess darstellt, sondern vielmehr einen Übergang, 
der sich je nach Umfeldstimulus in die eine oder andere Richtung verändern kann [23]. Dabei ist eine 
permanente Induktion von EMT, z.B. über die konstitutive Aktivierung von Rezeptoren, die zu 
Veränderungen auf transkriptioneller Ebene führen, möglich [25]. Die Folge ist die Loslösung der EMT 
von kontinuierlichen Signalen aus der Tumorumgebung und Stabilisation des mesenchymalen 
Phänotyps [25].  
Das komplette Spektrum der Signalkaskade, die die EMT in Karzinomzellen reguliert, ist noch nicht 
vollständig aufgeklärt. Verschiedene Wachstumsfaktoren, Zytokine und zelluläre Signalwege sind an 
der Auslösung des EMT-Programmes beteiligt. Diese Botenstoffe können aus dem tumorassoziierten 
Stroma stammen oder werden von den Tumorzellen selbst gebildet [23]. Sie stellen sowohl lösliche 
als auch nicht lösliche Komponenten der EZM dar [17]. Zu den löslichen Botenstoffe zählen TGF-ß-1-3 
und bone morphogenetic proteins (BMP), beide aus der Transforming-Growth-Factor-Familie. 
Weitere lösliche Wachstumsfaktoren sind fibroblast growth factor (FGF), hepatocyt growth factor 
(HGF), epidermal growth factor (EGF) und platelet derived growth factor (PDGF) [17, 23]. Neben 
Tumornekrosefaktor (TNF-α) und Periostin spielen Kollagen und Hyaluronsäure als nicht lösliche 
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Faktoren eine Rolle [14]. Ferner kann es durch schnelles Tumorwachstum mit Auslösung eines 
hypoxischen Zellzustandes zur EMT-Aktivierung kommen [25]. 
TGF-ß gilt als bedeutendster löslicher EMT-induzierender Faktor [17]. TGF-ß kann sowohl als 
Tumorsuppressor als auch -promoter fungieren [17, 19]. Zunächst ist TGF-ß ein wichtiger Suppressor 
der epithelialen Zellproliferation [23] und Regulator der Gewebehomöostase [17]. So zeigt der 
Wachstumsfaktor in der Frühphase der Tumorformation einen inhibitorischen Effekt und kann zur 
Apoptose der Zellen führen [23]. In späteren Stadien der Erkrankung wird TGF-ß allerdings zu einem 
positiven Regulator der Tumorprogression sowie Metastasierung [23, 26-28] und kann über die 
Induktion von EMT zum Tumorpromoter avancieren [17]. TGF-ß führt vorwiegend über zwei 
Signalkaskaden zur EMT. Eine Möglichkeit stellt die Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) dar, die 
durch kleine G-Proteine phosphoryliert und aktiviert wird [16, 23, 29]. Alternativ trägt der SMAD-
abhängige Weg durch Phosphorylierung und Heterotrimerformation verschiedener SMAD-Proteine 
sowie deren Translokation in den Nukleus zur EMT bei. Beide Signalkaskaden resultieren in einer 
Wechselwirkung von aktivierten Proteinen über DNA-Bindung mit Transkriptionsfaktoren [7, 16, 29, 
30]. Daraus erfolgt die Aktvierung bzw. Hemmung der Transkription von EMT-assoziierter Gene, die 
Migration und Invasion der Karzinomzellen fördern [7, 16, 29, 30].  
Vor allem die E-Cadherin regulierenden Gene gelten als Zielstruktur [31]. An der Repression dieser 
Gene beteiligen sich folgende Proteine: zinc finger proteins (Snai1 (Snail) und Snai2 (Slug)), zinc finger 
E-Box Binding Homeobox1 (ZEB-1), smad interactin protein-1 (SIP1 oder ZEB-2) und basic helix-loop-
helix (bHLH bzw. Twist) [31-36]. Als Folge der E-Cadherin Repression wird ß-Catenin, das 
normalerweise am zytoplasmatische Teil von E-Cadherin gebunden ist, freigesetzt. Das 
ß-Cateninmolekül wandert daraufhin in den Kern und aktiviert dort als 
Transkriptionsfaktoruntereinheit die Expression von EMT-induzierenden Transkriptionsfaktoren. 
Gemeinsam mit der Inhibition von weiteren epithelialen Proteinen (ZO-1, Occludin, Claudin-1, 
Claudin-7, Desmoplakin, Zytokeratine) kommt es zum Verlust von epithelialen Eigenschaften [37]. An 
der Auflösung der Zell-Zell-Adhäsion sind Matrixmetalloproteasen (MMP-1,-2,-3,-7 und -14) beteiligt 
[21]. Die Zellverbände werden durch eine verminderte Anzahl an adherens sowie gap junctions 
instabil und lösen sich mit der Zellpolarität auf [16, 38-43]. Neben der E-Cadherin-Repression 
fungieren Slug, Snail, ZEB-1, ZEB-2, Twist, Vimentin, Goosecoid, FoxC2 und Sip-1 [14, 16, 20, 44-47] 
gleichzeitig als Regulatoren mesenchymaler Proteine. Es erfolgt ein Zugewinn an mesenchymalen 
Eigenschaften und eine gesteigerte Expression von mesenchymalen Markern wie N-Cadherin, 
Vimentin, α-SMA, Fibronektin [25, 48]. Das Zytoskelett wird umstrukturiert und unter Annahme einer 
mesenchymalen, spindelförmigen Morphologie kommt es zur Zellmigration mit zellulärer 
Dissemination und Invasion und schließlich zur Tumormetastasierung [37, 49, 50]. 
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1.2.4 Die Rolle von EMT beim PDAC 
Das PDAC zeichnet sich durch eine frühe Invasion und Dissemination der Tumorzellen aus. Hinzu 
kommt eine erschwerte Therapie durch ausgeprägte Resistenz gegen Chemo- und Radiotherapie. Der 
Arbeitsgruppe um Andrew Rhim gelang es in vivo in einem endogenen PDAC-Mausmodell, den 
Eintritt von pankreatischen Gangepithelzellen bereits im Stadium von PanINs in den Blutstrom zu 
detektieren und konnten dies mit EMT assoziieren [51]. Das heißt, die Zelldissemination wurde vor 
der Detektion eines primären Tumors festgestellt, was unterstreicht, dass die Metastasierung eines 
PDAC ein frühes Ereignis in der Tumorentwicklung darstellt. Demnach ist davon auszugehen, dass die 
Metastasierung vor und parallel zur Primärtumorformation stattfindet und sich einem frühen 
histologischen Tumornachweis entzieht [51]. Diese Befunde werden durch eine weitere Studie 
derselben Gruppe gestützt, in der der Nachweis von zirkulierenden Pankreasgangepithelzellen im 
Blut von Patienten mit zystischen Läsionen des Pankreas erbracht werden konnte [52]. Dies lässt 
vermuten, dass EMT in der Tumorprogression des PDAC eine entscheidende Rolle spielt. 
1.2.5 EMT-Marker beim PDAC  
Im Rahmen der EMT kommt es in verschiedenen Karzinomzellen zum Verlust des epithelialen 
Markers E-Cadherin [49, 53]. Auch im PDAC wird die Tumorprogression durch E-Cadherin Verlust 
vorangetrieben und aufrechterhalten [53]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Snail vermittelte 
Repression der E-Cadherin-Expression zu EMT und Metastasierung führt [53]. In einer Studie von 
Arumugam et al. wurde zudem in verschiedenen PDAC-Zelllinien ein inverser Zusammenhang 
zwischen der E-Cadherin-Expression und seinem Transkriptionssuppressor ZEB-1 nachgewiesen [54]. 
Eine Studie an chirurgischen PDAC-Resektaten stellte auf Transkriptionsebene in nahezu 80 % eine 
moderate bis starke Snail-Expression fest. In 50 % zeigt sich eine ähnliche Slug-Expression [55]. Im 
gesunden umliegenden Pankreasgewebe hingegen findet sich keine Expression der genannten 
Faktoren [55]. Eine verminderte E-Cadherin-Expression korreliert mit einer erhöhten Snail-Expression 
sowie mit einem höheren Tumorgrad [55]. Im Einklang damit weisen pankreatische, undifferenzierte 
Zelllinien vermehrte EMT-Charakteristika (hohe Snail- und geringe E-Cadherin-Expression) im 
Vergleich zu differenzierten Zelllinien auf [55]. 
Das erste Zytokin, dem eine EMT-Induktion in PDAC-Zellen und daraus resultierende gesteigerte 
Migrations- und Invasionsfähigkeit nachgewiesen wurde ist TGF-ß [27, 56-58]. Der TGF-ß-Signalweg 
ist im PDAC gestört und hat eine bedeutende Funktion in der Initiierung der EMT und Ausbildung 
eines invasiven Phänotypes [17, 19].  
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In 55 % der Fälle liegen im PDAC-Mutationen vor, durch die es zur SMAD4-Inaktivierung kommt [16, 
59]. Zusammen mit einer Überexpression der TGF-ß-Isoformen und Herunterregulation von 
Rezeptoren entsteht ein Wachstumsvorteil durch Ausschaltung des zytostatischen Effektes. In einer 
in vitro Studie mit der Behandlung von pankreatischen Karzinomzelllinien mit TGF-ß [27] konnte eine 
Induktion von EMT, einhergehend mit morphologischen Veränderungen und Verlust an epithelialen 
und gleichzeitigem Gewinn von mesenchymalen Markern, generiert werden [27, 56-58]. Daraus 
resultierte in vitro eine vermehrte Tumorzellmigration, - invasion und -verteilung [27]. 
So zeigt auch die Vimentinexpression [60-63] im PDAC sowie in anderen Tumorentitäten eine 
Korrelation mit Invasivität und Metastasierung sowie einem verkürztem Überleben [64]. Ferner 
besteht ein Zusammenhang zwischen der Vimentinexpresssion und dem histologischen 
Differenzierungsgrad [64-67].  
Ein weiterer mesenchymaler Marker stellt das L1 cell adhesion molecule (L1CAM oder auch bekannt 
als Ig-CAM L1 oder CD171), das Mitglied der neuronalen Immunoglobulin Superfamilie der 
Zelladhäsionsmoleküle ist, dar [68]. Normalerweise wird L1CAM im neuronalen System exprimiert 
und trägt dort zur neuronalen Adhäsion und Migration bei [68, 69]. Unter physiologischen 
Umständen ist die L1CAM-Expression ausschließlich auf neuronalen Strukturen des Pankreas positiv, 
während das azinäre Parenchym und die duktalen Pankreasgänge L1CAM negativ sind [70-72]. 
Jedoch zeigt sich bereits in nicht-neoplastischen duktalen Pankreaszellen der CP sowie in den PanINs 
und in über 50 % der PDAC eine in der Tumorprogression steigende L1CAM-Expression [73]. Die 
Expression in PanINs und CP spricht für eine frühe Rolle von L1CAM in der Tumorgenese des PDAC 
[70, 73, 74]. Die L1CAM-Expression erfolgt über TGF-ß-1 induzierte Slug-Aktivierung [70]. In der 
humanen pankreaktischen duktalen Epithelzelllinie (HPDE6c7) und in PDAC-Zellen geht die L1CAM-
Aktivierung mit der Ausbildung eines migratorischen Phänotyps mit erhöhter Zellmigration und 
Chemoresistenz einher [70, 74]. In prä- und malignen Pankreasgangepithelzellen wurde L1CAM 
weiterhin mit EMT, Zellinvasion, erhöhter in vivo Tumorgenität sowie gesteigerter Apoptoseresistenz 
assoziiert [70, 71, 75, 76]. Die erhöhte Expression korreliert ebenso mit einer erhöhten 
Lymphknoten-, Gefäß- und Nerveninvasion [70, 77-79]. L1CAM stellt einen eigenständigen 
prognostischen Faktor dar [68] und geht im PDAC sowie in Tumoren anderer Entität mit einer 
schlechten Prognose und verkürztem Überleben einher [70, 77-79]. 
Darüberhinaus zeigt sich eine Beteilung der EMT an der Generation von Gemcitabinresistenten aus 
Gemcitabinsensitiven PDAC-Zellen [61]. EMT-typische Zellen (niedrige E-Cadherin- und hohe ZEB-1-
Expression) zeigen sich resistent gegenüber Gemcitabin, 5-FU und Cisplatin, während epitheliale 
Zellen (hohe E-Cadherin- und niedrige ZEB-1-Expression) eher sensitiv gegenüber Chemotherapeutika 
sind [54]. In etablierten PDAC-Zelllinien konnte nach Stimulation mit Gemcitabin nicht nur eine 50-
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fache Resistenz gegenüber dieser Chemotherapeutika, sondern auch Charakteristika der EMT, wie 
morphologische, funktionale (vermehrte Migration und invasives Potential) und molekulare 
Alterationen (Hochregulation von Vimentin und Herunterregulation von E-Cadherin), gezeigt werden 
[61, 80, 81].  
Weiterhin wurde in chirurgischen Resektaten von humanen PDACs eine Korrelation zwischen EMT-
Markern und einer schlechten Prognose nachgewiesen [82]. High-grade Tumore und Areale 
schlechter Differenzierung in low-grade Tumoren zeigen eine verminderte E-Cadherin-Expression 
sowie eine vermehrte Expression von Fibronektin und Vimentin [82]. Patienten, deren Tumoren 
ausgeprägte EMT-Eigenschaften aufweisen, haben geringere Überlebenschancen als solche mit einer 
milderen Ausprägung [82]. Zusammenfassend gehen eine verringerte E-Cadherin [53, 83] und 
verstärkte Vimentin- [64], TGF-ß- [16, 59, 84-86] bzw. L1CAM-Expression [68] einher mit verstärktem 
Auftreten von EMT im PDAC und sind mit einer schlechten Prognose und verringertem Überleben 
assoziiert. 
 
1.3 Die Rolle von Immunsystem, Tumorstroma und Inflammation in 
der Karzinogenese 
 
Damit die maligne Transformation erfolgreich sein kann, müssen die Karzinomzellen initial der 
Immunüberwachung entgehen [93]. Dies gelingt, indem sie verschiedene Mechanismen entwickeln, 
durch die sie „unsichtbar“ gegenüber der Detektion durch Immunzellen werden bzw. lernen, wie sie 
gegen sich gerichtete Immunzellen eliminieren. Dazu zählen Antigenverlust, Herunterregulation von 
major-histocompatibility-complex (MHC)-Molekülen, Deregulation oder Verlust von Komponenten 
des endogenen Antigenpräsentierungssignalweges, Tumor-induzierte Immunsuppression gesteuert 
durch Zytokinausschüttung oder direkte Interaktionen zwischen Tumorliganden und 
Immunzellrezeptoren [88]. Auch das sogenannte Immunoediting trägt dazu bei. Dabei erfolgt die 
Auslese von Tumorzellsubpopulationen, die vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden, mit 
dem Verbleib von resistenten Tumorzellen, die weiterhin proliferieren und somit zur 
Tumorausbildung beitragen können [89].  
Bei der Tumorprogression und –metastasierung spielt weiterhin das Tumorstroma sowie die 
Umgebung eine entscheidende Rolle. Strukturen des Tumorstromas stellen die EZM, endotheliale 
Zellen, Karzinom-assoziierte Fibroblasten, mesenchymale Stammzellen sowie verschiedene 
Immunzellen (u.a. Makrophagen, T-Zellen) dar [90]. Untereinander kommunizieren und interagieren 
diese Bestandteile durch direkten Zellkontakt oder indirekt mittels löslicher Faktoren wie Zytokinen 
bzw. Chemokinen. Dies kann autokrin oder parakrin erfolgen [91]. Stromazellen beeinflussen die 
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Tumorumgebung sowie die Interaktion des Immunsystems mit dem Tumor stark [92, 93]. Die in der 
Tumormikroumgebung ansässigen Immunzellen wurden anfänglich als Versuch des Körpers gesehen 
den Tumor zu eliminieren. Mittlerweile gibt es profunde experimentelle und klinische Hinweise, dass 
Tumor-assoziierte Immunzellen wesentlich zur Tumorentwicklung beitragen. Dieses soll im 
Folgenden näher erläutert werden.  
Bereits 1863 stellte Virchow fest, dass Inflammation eine fördernde Wirkung auf die 
Tumorprogression ausübt [92]. Dies ist mittlerweile eine anerkannte Theorie und wurde in die 
„Hallmarks of Cancer“ aufgenommen [94]. So verstärkt die Inflammation die Mutationsrate und 
Proliferation von Zellen und unterstützt somit die Entwicklung von Neoplasien. Dies geschieht durch 
aktivierte Leukozyten und andere phagozytierende Zellen, die im Kampf gegen eine Infektion reactive 
oxygen species (ROS) und reactive nitrogen intermediates (RNI) bilden. Diese Radikale verursachen 
DNA-Schäden und genomische Instabilität [21, 91]. Liegt eine chronische Infektion vor, kann dies zu 
genomischen Veränderungen (Punktmutationen, Deletionen, Rearrangements) führen [95]. 
Sind gewisse Onkogene (wie RAS, Myc, RET) von Mutationen betroffen, können Signalwege aktiviert 
und verstärkt werden, die der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (z.B. 
IL-6, IL-8, IL-1ß, CCL2, CCL-20) dienen [96]. Chemokine spielen auch in nicht-inflammatorischen Zellen 
eine zentrale Rolle und tragen in Tumoren zu Wachstum und Progression bei [92]. Darüber kommt es 
z.B. zu einer tumorfördernden Umstrukturierung der Mikroumgebung [96, 97]. Dazu gehört die 
vermehrte Anlockung von Leukozyten bzw. Lymphozyten [96]. Auch inflammatorische Zellen stellen 
starke Tumorpromotoren dar. Sie schaffen eine vorteilhafte Umgebung für Tumorwachstum u.a. 
durch den Umbau der EZM, wodurch die Zellinvasion erleichtert [92] und das Tumorwachstum bzw. 
Tumorinvasion unterstützt werden [94, 98]. Zusätzlich schütten Immunzellen tumorfördernde 
Chemokine, Zytokine und Wachstumsfaktoren aus. Ein sich selbst verstärkender Prozess, der die 
Karzinogenese kontinuierlich antreibt, wird somit in Gang gesetzt [92, 97].  
Darüber hinaus nutzen Karzinomzellen Mechanismen von inflammatorischen Zellen, um die 
Tumorprogression und -metastasierung zu ermöglichen [92]. Bei dem Prozess der 
Fernmetastasierung werden z.B. nicht nur trophische Faktoren, die von inflammatorischen Zellen 
produziert werden, sondern auch deren Adhäsionsmoleküle, Chemokine und Rezeptoren verwendet. 
So wird u.a. der Eintritt von disseminierten Tumorzellen nach EMT in Blut- bzw. Lymphgefäße durch 
eine inflammationsbedingte Permeabilitätserhöhung der Gefäße erleichtert [91]. Zudem erfolgt die 
Extravasation der Karzinomzellen Integringesteuert [94], ein Mechanismus der normalerweise 
Immunzellen vorbehalten ist. Daneben werden Migration sowie das Homing, d.h. die spezifische 
Anlockung maligner Zellen durch chemotaktische Faktoren in entfernte Organe, durch Ausnutzung 
von Mechanismen und Signalwegen des Immunsystems erleichtert [92].  
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1.4 Periphere mononukleären Blutzellen (PBMC) 
 
Die zellulären Bestandteile des Blutes, darunter auch die Zellen des Immunsystems, gehen aus 
pluripotenten Vorläuferzellen hervor, den sogenannten hämatopoetischen Stammzellen im 
Knochenmark [99]. Die direkten Vorläuferzellen werden in eine lymphatische und myeloide Zelllinie 
differenziert [99]. Die myeloide Zelllinie umfasst die meisten Zellen des angeborenen Immunsystems 
[99]. Dazu gehören Makrophagen, Granulozyten (basophile, eosinophile, neutrophile), Mastzellen 
und Dendritische Zellen [99]. Andere Zellen, die dieser Reihe entspringen und hier vernachlässigt 
werden, sind Megakaryozyten und Erythrozyten [99]. Aus der lymphatischen Zellreihe entwickeln 
sich B- bzw. T-Lymphozyten, die dem adaptiven, sowie natürliche Killerzellen (NK-Zellen), die dem 
angeborenen Immunsystem angehören [99]. Diese Zellen mit Ausnahme der T-Lymphozyten 
entwickeln sich und reifen im Knochenmark heran [99]. Später wandern sie in peripheres Gewebe 
oder zirkulieren im Blut bzw. im lymphatischen System [99]. Einige aktivierte B- bzw. T-Zellen 
entwickeln sich zu Gedächtniszellen und sind für die langanhaltende Immunität verantwortlich [99]. 
Im Folgenden sollen die Charakteristika und speziellen Funktionen der peripheren mononukleären 
Blutzellen (PBMC) näher betrachtet werden, die in dieser Arbeit untersucht wurden. PBMC sind 
mononukleäre Zellen, zu denen die Subtypen der Lymphozyten (T-, B- und NK-Zellen) sowie alle 
monozytären Zellen zählen. 
1.4.1 T-Zellen   
T-Zellen gehören zum adaptiven Immunsystem und entstammen der lymphoiden Zellreihe. Nach 
Verlassen des Knochenmarkes wandern die T-Zellen in den Thymus und differenzieren dort in zwei 
Hauptpopulationen, die durch ihre Zelloberflächenproteine CD4 bzw. CD8 unterschieden werden. 
Anschließend zirkulieren sie im Blut, bzw. der Lymphflüssigkeit, oder halten sich in lymphatischen 
Organen bzw. Geweben auf [99]. T-Zellen besitzen verschiedene Typen von Antigenrezeptoren 
(T-Zell-Rezeptor (TCR)), welche spezifisch für Antigene sind [99]. Nach Antigen-Kontakt kommt es zur 
Proliferation und Differenzierung des T-Lymphozyten und Entstehung klonaler 
T-Effektorlymphozyten [99]. Je nach Funktion (Abtöten, Aktivierung, Regulation) und 
immunphänotypischer Oberflächenmoleküle lassen sich diese Immunzellen unterscheiden [99].  
Sogenannte zytotoxische CD8+ T-Zellen töten infizierte Zellen durch Auslösung von Apoptose ab [99]. 
Sie erkennen Peptide, die von Krankheitserregern stammen und von MHC-Klasse-I-Molekülen durch 
dendritische Zellen präsentiert werden [87, 99]. In der Tumorgenese nehmen CD8+ T-Zellen frühe 
Warnsignale wahr, die zur Tumorzellelimination führen [87].  
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CD4+ T-Helferzellen hingegen unterstützen vor allem die Aktivierung von B-Zellen und können 
stimulierend auf Makrophagen wirken [99]. Sie erkennen Peptide, die von MHC-Klasse-II-Molekülen 
präsentiert werden. Je nach Zytokinprofil verfügen sie über ein flexibles Repertoire an 
Effektoraktivitäten und lassen sich in folgende Untergruppen unterscheiden: TH1, TH2, TH17, und 
regulatorische T-Zellen (Treg) [99]. Eine besondere Bedeutung in der Karzinogenese kommt dabei 
letzeren zu. Treg zeichnen sich durch einen immunsuppressiven Phänotyp aus. Sie unterdrücken die 
Aktivität anderer Lymphozyten. Sie hemmen die T-Effektorzell-Aktivierung bzw. deren Funktion und 
unterstützen die Kontrolle bzw. Begrenzung der Immunantwort [99]. Dazu sezernieren sie 
immunsuppressive Zytokine (TGF-ß, IL-10, IL-35) und antagonisieren IL-2. Treg spielen eine wichtige 
Rolle bei der Wahrung der peripheren Immuntoleranz durch Inhibition der Immunantwort. Diese 
immunsuppressive Fähigkeit der Treg trägt allerdings zur Etablierung der Immunevasion in der 
Karzinogenese bei [100, 101]. Eine Anreicherung von Treg in Tumoren kann durch Konversion von 
konventionellen T-Zellen mittels TGF-ß-1 [102], welches in CP und PDAC überexprimiert wird [103, 
104] oder aber durch spezifische Rekrutierung in dem Tumor erfolgen [105, 106]. 
Zur Analyse der Gesamtheit an T-Zellen im Blut von PDAC-Patienten und gesunden Spendern wurde 
in dieser Arbeit das Oberflächenprotein CD3 detektiert. Dieses wird auf Thymozyten und T-Zellen 
exprimiert [99]. Die weitere Charakterisierung der T-Zellen erfolgte mittels der Oberflächenmoleküle 
CD8 und CD4. Treg wurden in dieser Arbeit über die gleichzeitige Detektion von CD4 und CD25 
charakterisiert [101]. 
Darüber hinaus wurde der Aktivierungszustand der T-Zellen mittels der Detektion von CD69 
ermittelt. Dieser Marker ist ein frühes Aktivierungsmolekül von Leukozyten, das nicht auf ruhenden 
Zellen, sondern nur auf aktivierten T- und B-Zellen sowie Makrophagen und NK-Zellen gefunden wird. 
Neue Befunde weisen jedoch auf eine immunregulatorische Funktion und eine neue Subpopulation 
von CD4+CD25-CD69+ Treg hin. Diese Treg sind zwar FoxP3 (forkhead-Box-Protein P3: 
Transkriptionsfaktor, der von Treg exprimiert wird) negativ, weisen jedoch eine erhöhte Sekretion 
von IL-10 und TGF-ß-1 auf, hemmen die Proliferation von T-Effektorzellen und sind in der 
tumorinduzierten Immunsuppression involviert [107, 108].  
Mit dem Memory Marker CD45RO wurden die Gedächtniszellen unter den T- und B-Zellen sowie 
Monozyten und Makrophagen bestimmt [99]. CD45R0+CD8+Memory T-Zellen zählen zu den Anti-
Tumor-Effektoren [109]. So konnten eine hohe Anzahl von CD8+ oder CD45R0+ Memory T-Zellen 
bisher in Tumorgewebe von Ovarial- und Kolorekatalem Karzinom als positive prognostische 
Indikatoren gezeigt werden [110, 111]. 
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1.4.2 Monozyten / Makrophagen  
Makrophagen gehören zum angeborenen Immunsystem und entstammen der myeloiden Zellreihe. 
Sie entwickeln sich aus spezialisierten monozytären Immunzellen, den Monozyten. Diese 
Vorläuferzellen differenzieren im Knochenmark, treten in die Blutbahn ein und zirkulieren bis sie 
mittels Chemotaxis (z.B. durch monocyt chemotactic protein 1 (MCP-1)) [92] in ein inflammatorisches 
Gewebeareal gelockt werden, um dort zu Makrophagen heranzureifen [105, 112]. Stimulus-abhängig 
entwickeln sich Makrophagen in verschiedene Subtypen, wobei wesentlich zwischen den 
proinflammatorischen M1- und den antiinflammatorischen M2-polarisierten Makrophagen 
unterschieden wird [90, 113, 114]. Makrophagen können in Organgeweben unter physiologischen 
Bedingungen residieren [115] und stellen in inflammatorischen Gewebeinfiltraten den größten Anteil 
der Zellen dar [92]. Die Hauptaufgaben der Makrophagen bei der Abwehr von Infektionen sind 
Phagozytose, Antigenpräsentation und Regulation der Immunantwort [116]. Dafür interagieren sie 
mit dem erworbenen Immunsystem über B- bzw. T-Zellen. Sie sind dabei wichtig für die T-Zell-
Aktivierung und die Initiierung einer T-Zell gesteuerten Immunantwort [90]. Außerdem tragen sie zu 
Wundheilung und Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase bei [92]. In chronischer Inflammation 
hingegen unterstützt die Akkumulation von Makrophagen die Tumorinitiierung und -progression 
[117]. In Tumoren stellen hypoxische Tumorareale, die durch schnelles Tumorwachstum mit der 
Folge von Nährstoffmangel und Zellnekrose entstehen, den bevorzugten Ort der 
Makrophagenansiedlung dar [91]. Solche Makrophagen werden als Tumor-assoziierte Makrophagen 
(TAM) bezeichnet. Angelockt werden TAM durch die Ausschüttung von proinflammatorischen 
Mediatoren (u.a. IL-1, HMGB1) [118]. Dort angekommen, entgegnen sie dem hypoxischen Zustand 
durch Ausschüttung proangiogenetischer Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Proteasen [91]. TAM 
unterstützen so die Angio- bzw. Lymphangiogenese und Neovaskularisierung [91]. Sie spielen 
außerdem eine zentrale Rolle bei der Induktion von EMT, Invasion, Metastasierung, Tumorwachstum 
und Suppression des adaptiven Immunsystems. So korreliert eine hohe TAM-Dichte mit einer 
schlechten Prognose [73, 119-122]. Zur Analyse und M1-/M2-Charakterisierung von 
Monozyten/Makrophagen wurden in dieser Arbeit folgende Marker verwendet: als allgemeine 
Makrophagen-Marker dienten CD68 sowie die monozytären Marker CD11b (alpha-Untereinheit des 
Integrins CR3) und CD14 (Lipopolysaccharid-Rezeptor) [99]. Das Human leucocyte antigen-DR (HLA-
DR) diente als Marker für M1-polarisierte Makrophagen, das Oberflächenmolekül CD16 (Fcγ-
Rezeptor) als M2-Makrophagen-Marker [123].  
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1.4.3 B- und NK-Zellen 
B-Zellen entstammen der myeloiden Zellreihe, reifen im Knochenmark heran und werden durch 
Bindung eines Antigens an den B-Zell-Rezeptor (BCR) mit Unterstützung von CD4+ T-Zellen aktiviert. 
Anschließend erfolgt die Differenzierung zu Plasmazellen und Antikörperfreisetzung [99]. So kommt 
es im Rahmen der Auslösung der adaptiven Immunantwort zur Antikörperbildung [99]. Um den 
Anteil an B-Zellen in PBMC von gesunden Spendern bzw. PDAC-Patienten zu bestimmen, wurde der 
allgemeine B-Zell-Marker CD19 detektiert.  
Die Funktion der Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) in der angeborenen Immunität besteht in der 
Erkennung und Abtötung von anormalen Zellen, darunter auch Tumorzellen [99]. Ihre Aktivierung 
erfolgt über unveränderliche Rezeptoren und als Reaktion auf die Ausschüttung von Interferonen 
oder Zytokinen von Makrophagen. Daraufhin binden NK-Zellen an die Zielzelle und setzen 
zytotoxische Granula frei, die Effektorproteinen das Durchdringen der Zellmembran ermöglichen. 
Diese lösen daraufhin programmierten Zelltod aus [99]. NK-Zellen wurden in dieser Arbeit über die 
Koexpression der beiden Marker CD16 und CD56 detektiert. 
 
1.5 Inflammation, Immunzellen und Tumorstroma des PDAC 
 
Auch im PDAC spielen Immunzellen und ihre Beteiligung an der Inflammation des Gewebes eine 
bedeutende Rolle. Dies zeigt sich unter anderem in der Tatsache, dass die CP ein wesentlicher 
Risikofaktor für die Entwicklung eines PDAC ist [6]. Rhim et al. gelang es in ihrem PDAC-Mausmodell 
neben dem überraschend frühen Eintritt der pankreatischen Gangepithelzellen in die Blutzirkulation, 
einen Zusammenhang zwischen Tumorzelldissemination und Inflammation aufzuweisen [51]. Durch 
Induktion einer Pankreatitis ließ sich eine Erhöhung der zirkulierenden Pankreasgangepithelzellen im 
Blut feststellen. Eine antiinflammatorische Behandlung der Pankreatitis mit Dexamethason hingegen 
blockierte die Zelldissemination [51]. Bei der histologischen Untersuchung der inflammatorischen 
Areale wurden zahlreiche Pankreasgangepithelzellen mit einem mesenchymalen und invasiven 
Phänotyp bereits in den PanIN-Stufen detektiert [51]. Daraus lässt sich schließen, dass 
inflammatorische Prozesse die Tumorprogression u.a. durch Förderung der EMT und des Zugangs der 
Tumorzellen zur Blutzirkulation begünstigen [51].  
Das stromale Kompartiment des Pankreas unterliegt während der Progression zu einem invasiven 
PDAC fundamentalen Veränderungen. So weist das normale Pankreasgewebe eine geringe 
Infiltration von Immunzellen auf [109]. Dies ändert sich allerdings mit der Ausbildung eines 
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immunsuppressiven Milieus, wobei es zur Anreicherung diverser Immunzellen kommt [73]. In den 
meisten Studien wird das Gewebe bzw. Immuninfiltrat der CP und des PDAC vergleichend 
untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass gut differenzierte Tumoren einige Charakteristika mit 
CP-Geweben gemeinsam haben [73]. Mäßig und schlecht differenzierte Tumoren hingegen weichen 
signifikant von CP-Geweben ab [73]. Der Hauptteil des Immuninfiltrats im Tumorstroma des PDAC 
wird von TAM und T-Zellen gebildet. TAM stellen dabei den größten Anteil und sind in CP, PanIN 
sowie im PDAC präsent [115, 124]. 
1.5.1 T-Zellen im PDAC 
Während der PDAC-Progression kommt es zu einer Anreicherung von CD4+ T-Zellen, darunter vor 
allem Treg. Die Zahl zytotoxischer CD8+ T-Zellen hingegen nimmt ab [124]. Hiraoka et. al konnten 
diese Veränderungen während der Tumorprogression histologisch von der PanIN bis zum invasiven 
PDAC nachweisen [125]. Weitere Untersuchungen der genannten Arbeitsgruppe zeigen, dass es zu 
einer Anreicherung von CD4+FoxP3+ Treg im PDAC-Gewebe gegenüber des nicht-neoplastischen, 
aber auch inflammatorischen pankreatischen Stromas kommt [125]. Die Anreicherung von Treg 
korreliert dabei mit einem geringen Differenzierungsstadium der Tumoren [125]. Ergebnisse von 
Helm et. al unterstützen diese Befunde. Zwar wird hier im PDAC-Gewebe eine signifikant reduzierte 
Anzahl der CD4+ und CD8+ T-Zellen im Vergleich zu der CP nachgewiesen, allerdings zeigt sich der 
CD25+CD4+ bzw. FoxP3+CD4+ Treg-Anteil deutlich erhöht im PDAC gegenüber der CP [73]. Auch im 
Blut von PDAC-Patienten kommt es zu einer Anreicherung von CD4+CD25+CD127low/-FoxP3+, 
CD4+CD25+ oder CD4+FoxP3+ Treg [100, 126, 127]. Eine vermehrte Aktivierung von CD4+ T-Zellen 
führt über die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen (z.B. TNFα, IL-1ß) zu einer verstärkten 
Inflammation im PDAC und beschleunigten Tumorprogression [128, 129]. Außerdem entgeht das 
PDAC durch Anlockung und Anreicherung von Treg der Immunüberwachung [125]. Die Anreicherung 
von Treg in Blut und Tumorgewebe von PDAC–Patienten korreliert entsprechend mit einer 
schlechten Prognose [91, 125, 130]. Eine hohe CD8+ T-Zelldichte hingegen geht mit verlängertem 
Überleben einher [131].  
1.5.2 Makrophagen im PDAC  
Die Makrophageninfiltration des PDAC erfolgt zeitig und dominiert bereits das inflammatorische 
Geschehen in den frühen präinvasiven Läsionen [124]. Beim Vergleich von normalem 
Pankreasgewebe zu PDAC-Gewebe kann eine Erhöhung der CD68+ Makrophagen im PDAC-Gewebe 
festgestellt werden [132]. Eine Korrelation mit dem kumulativen Überleben lässt sich allerdings nicht 
herstellen [132]. Weiterführende Veröffentlichungen der Arbeitsgruppe um Ino et al. zeigen, dass die 
Anzahl von M1-(HLA-DR+)-Makrophagen mit der Entwicklung einer CP zum PDAC abnimmt. Eine 
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starke Infiltration von M2-Makrophagen (CD163+ und CD204+) hingegen korreliert mit der venösen 
Gefäßinvasion und geht signifikant mit kürzerem krankheitsfreiem Intervall und Überleben einher 
[133]. Ähnliche Ergebnisse liefern diverse Studien der Arbeitsgruppe um Kurahara et al., die 
nachweislich eine hohe Inzidenz von TAM des M2-polarisierten Phänotyps (CD163+ und CD204+) im 
Gegensatz zu CD68+Makrophagen mit einer verstärkten bzw. beschleunigten Lymphangiogenese 
sowie Lymphknotenmetastasierung und einer schlechten Prognose korrelieren [115, 134].  
Die Arbeitsgruppe um Helm et al. fand heraus, dass Makrophagen unabhängig von Phänotyp (M1- 
oder M2-polarisiert) in einer größeren Anzahl in der CP vertreten sind als im PDAC [73]. Dabei zeigen 
sich M1-(HLA-DR+)-Makrophagen auch in Arealen mit hoher Anzahl von M2-(CD163+) Makrophagen. 
Daraus erfolgt die Annahme, dass Makrophagen des PDAC-Infiltrats M1- und M2-Charakteristika 
gleichermaßen aufweisen und es sich vornehmlich um einen gemischten Phänotyp handelt [73]. 
Somit unterstützen nicht nur M2-polarisierte Makrophagen mit einem antiinflammatorischen 
Phänotyp EMT in prämalignen bzw. malignen pankreatischen duktalen Epithelzellen, sondern auch 
M1-polarisierte proinflammatorische Makrophagen [123]. Diese Erkenntnis macht die Notwendigkeit 
der Charakterisierung von TAM nicht nur mittels M2-, sondern auch durch M1-Makrophagenmarker 
ersichtlich. 
 
1.6 Ziele der Arbeit 
 
Die Ziele dieser Doktorarbeit waren:  
1.) Untersuchung des Einfluss von PBMC auf die EMT von Pankreasgangepithelzellen. 
2.) Untersuchung des Einfluss von PBMC auf das Apoptoseansprechen von 
Pankreasgangepithelzellen gegenüber dem Chemotherapeutikum Gemcitabin. 
unter Differenzierung der PBMC von gesunden Spendern und PDAC-Patienten sowie 
3.) Charakterisierung des Phänotyps und Bestimmung der Prävalenz der PBMC.  
Insgesamt sollte diese Arbeit zu einem besseren Verständis des Phänotyps von PDAC-assoziierten 
PBMC sowie deren Beitrag zur malignen Transformation des PDAC beitragen. 
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2 Material  
2.1 Geräte 
Autoklav Systec, Wettenberg, D 
Blotkammer Fastblot Biometra, Göttingen, D 
Brutschrank Kendro, Langenselbold, D  
Brutschrank CO2 Inkubator BBD 6620 Heraeus Instruments, Hanau, D 
ChemiDoc XRS Bio-Rad Laboratories, München, D 
Einkanal-Pipetten 10 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl Gilson International, Bad Camberg, D 
Elektrophoresekammer X Cell  Invitrogen, Karlsruhe, D 
FACS Calibur BD Biosciences, Heidelberg, D 
FACS Canto flow cytometer BD Biosciences, Heidelberg, D 
Finnpipette 0.2-2 µl Thermo Scientific, Schwerte, D 
Finnpipette 2-20 µl  Thermo Scientific, Schwerte, D 
Finnpipette 20-200 µl  Thermo Scientific, Schwerte, D 
Finnpipette 100-1000 µl  Thermo Scientific, Schwerte, D 
FusionSL  Vilber Lourmat, Eberhardzell, D 
Gelkammer Multigel Biometra, Göttingen, D 
GyroTwister Schwänker Labnet, Woodbridge, USA 
HERA Cell 240 Brutschrank Thermo Scientivic, Schwerte, D 
iCycler MyiQ Biorad, München, D 
Kipptisch WT17 Biometra, Göttingen, D 
Kühlschrank (4°C) Liebherr, Ochsenhausen, D 
LightCycler 480 Roche Diagnostic, Mannheim, D 
Mikroskop Axiowert 25 Zeiss, Jena, D 
Mikroskop Axioplan 2 Zeiss, Jena, D    
Minishaker MS2 IKA Werke, Staufen, D 
Nano Drop Spectrophotometer 10-1000 peqLab Biotechnology, Erlangen, D 
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Neubauer Zählkammer Omnilab, Hamburg, D 
Photometer Tecan Sunrise  Tecan, Crailsheim, D 
Pipet-Boy INTEGRA Biosciences AG, Zizers, CH  
Rollenmischer roller mixer SRT6D VWR, Darmstadt, D 
Stuart SRT9 Rollenmixer Bibby Scientific Ltd., Stone, UK 
Schüttler, Tumbling Table Biometra, Göttingen, D 
Semi Dry Blot Kammer Whatman Fasblot Biometra, Göttingen, D 
Sterilwerkbank  Heraeus Instruments, Hanau, D 
Themal Cycler 2720 Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Thermomixer/Thermoblock 5436 Eppendorf AG, Hamburg, D 
Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger GmbH, Freiburg, D 
Wärmeschrank Heraeus Instruments, Hanau, D 
Wasserbad Julabo U3 Julabo, Seelbach, D 
WNB 7-45 Wasserbad Memmert, Schwabach, D 
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments, Hanau, D 
Zentrifuge Labofuge Funciton Line 400 Heraeus Instruments, Hanau, D 
 
2.2 Computerprogramme 
CellQuest-Software BD Biosciences, Heidelberg, D 
FACS Diva Software BD Biosciences, Heidelberg, D 
Fusion Capt Software 16.06 Vilber Lourmat, Eberhardzell, D 
LightCycler 480 SW1.5.1 Roche Diagnostic, Mannheim, D 
Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA 
Revelation QuickLink Software  Dynex Technologies GmbH, 
 Denkendorf, D 
Germany Sigma Plot 12.5 Systat Software GmbH, Erkrath, D 
Win MDI 2.8 Software  Joe Trotter, The Scripps Institute, Flow 
Cytometry Core Facility, La Jolla, USA 
 




BD Falcon Cell Strainer, 40 / 100 µm Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
BD TrucountTM Tubes BD Biosciences, Heidelberg, D 
Deckgläser 18 mm Menzel GmBH, Braunschweig, D 
Eppendorf-Röhrchen 1,5 ml / 2 ml Eppendorf, Hamburg, D 
FACS-Röhrchen Sterilin, London, UK  
Handschuhe Peha-Soft Paul Hartmann AG, Heidenheim, D 
Handschuhe Microtouch Nitra-tex Ansell Healthcare Europe NV, Brüssel, B 
Parafilm „M“ Brand GmbH + CO KG, Wertheim, D 
Pasteurpipette Glas 230 mm  Assisten, Sondheim, D 
Pasteurpipette Plastik   Assisten, Sondheim, D 
Pipettenspitzen 10 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl  Sarstedt, Nümbrecht, D 
24-Well-Platten Sarstedt, Nümbrecht, D 
96-Well-PCR Platten Corning, Amsterdam, NL 
96-Well-Platten, weiß Roche, Basel, CH 
12-/24-/96-Well-Flachbodenplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Röhrchen 15 ml/50 ml Sarstedt, Nümbrecht, D 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 20 ml Sarstedt, Nümbrecht, D 
Serumpipette 153 mm, lang Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 
Skalpell Feather, Osaka, J 
Transfermembran Immobilon-PVDF Millipore, USA 
Whatmann 3 MM, Filterpapier GE Healtcare, Buckinghamshire, UK 
Zellkulturflaschen 75 cm² Sarstedt, Nümbrecht, D 
Zellkulturpetrischalen 100x20 mm Sarstedt, Nümbrecht, D 
Zellkulturplatten Greiner, Frickenhausen, D 
Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht, D 
Zellsieb (Cell strainer (100 µm)) BD Bioscience, San Jose, USA 
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2.4 Chemikalien und Reagenzien 
Alle nicht angegebenen Chemikalien wurden im analytischen Reinheitsgrad von den Firmen Merck, 
Darmstadt oder Sigma-Aldrich, München bezogen.  
6-Aminocapronsäure Sigma-Aldrich Chemie, München, D 
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie, München, D 
BD Lysing buffer BD Biosciences, Heidelberg, D 
Beta-Mercaptoethanol Biomol, Hamburg, D 
Bromphenolblau Serva, Heidelberg, D 
Bovine serum albumin (BSA) Serva, Heidelberg, D 
BSA, Fraktion V Biomol, Hamburg, D 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
Ethanol Merck Millipore, Darmstadt, D 
Ethanol 70 %, vergällt Walter, Kiel, D 
Fixation/Permeabilization Concentrate eBioscience, Frankfurt a.M., D 
Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin, D 
Gemcitabin Lilly Deutschland GmbH, Bad Homburg, D 
über Apotheke des UKSH Campus Kiel, D 
Glycin Merck, Darmstadt, D 
Glycerol  Sigma-Aldrich Chemie, München, D  
HEPES-Puffer 1M Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D 
Isopropanol Merck, Darmstadt, D 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, D 
Keratinozyten serumfreies Medium Life Technologies, Darmstadt, D 
L-Glutamin PAA, Pasching, A 
LightCycler 480 Sybr Green Roche Diagnostic, Mannheim, D 
Methanol 100 % Merck, Darmstadt, D 
Milchpulver Roth, Karlsruhe, D 
M-MLV-Reverse Transkriptase Promega, Heidelberg, D  
MultiMark Multi-Colored Standard 1x Invitrogen, Karlsruhe, D 
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Natriumchlorid Mallinckrodt Baker, NL 
Oligo-dT-Primer Promega, Heidelberg, D 
Pancoll PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D 
Permeabilization Buffer (10x) eBioscience, Frankfurt a.M., D 
Phosphate buffer saline  (PBS) PAA, Pasching, A 
Polyacrylamid (PAA)  Biomol, Hamburg, D 
Ribonuklease-freies Wasser Qiagen, Hilden, D 
Rinderhypophysenextrakt (BPE) Life Technologies, Darmstadt, D 
RPMI 1640 Medium Biochrom, Berlin, D 
Sodium dodecyl sulfate  (SDS), ultra pure Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, D 
Sterilium classic pure Paul Hartmann AG, Heidenheim, D 
Super Signal West Dura Extended Duration Substrat Thermo Scientific, Rockford, USA 
Tetramethyletheylendiamin (Temed) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
Trypsin-EDTA PAA, Paschin, A  
Tris Base Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, D 
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie, München, D 
X-Vivo Medium Lonza, Köln, D 
 
2.5 Kits  
BD Multitest 6-color TBNK (M6T) Reagent BD Biosciences, San Jose, USA 
M30 Apoptosense ELISA Peviva, Bromma, SWE 
Proteinassay Dc  Biorad, München, D 
peqGOLD Total RNA Kit PeqLab, Erlangen, D  









2.6.1 Antikörper für den Westernblot 





Firma Spezies Verdünnung AK 
Kaninchen-IgG Cell Signaling, Frankfurt a.M., D Ziege 1:2000 
Maus-IgG Cell Signaling, Frankfurt a.M., D Pferd 1:2000 
Tabelle 3: Sekundärantikörper für den Westernblot 
 
2.6.2 Antikörper der immunbiologischen Methoden 
Antikörper der Durchflussyztometrie 
Antikörper (Klon) Konjugat Firma Spezies/Isotyp Verdünnung 
Anti-CD4 (OKT4) FITC Biolegend, Fell, D Maus/IgG2b 1:20 
Anti-CD11b 
(M1/70.15.11.5) 
PE Miltenyi Biotech GmbH, 
Bergisch Gladbach, D 
Ratte/IgG2b 1:10 
Anti-CD14 (Tük4) PE Biolegend, Fell, D Maus/IgG2a 1:50 
Anti-CD16 (3G8) FITC Biolegend, Fell, D Maus/IgG1 1:50 
Anti-CD25 (4E3) APC Biolegend, Fell, D Maus/IgG2b 1:12,5 
Anti-CD45RO (UCHL1) PE Biolegend, Fell, D IgG2a 1:10 
Anti-CD68 (Y1/82A) APC Biolegend, Fell, D Maus/IgG1 1:10 
Anti-CD69 (FN50) APC Biolegend, Fell, D Maus/IgG1 1:20 
Anti-HLA-DR(L243) FITC Biolegend, Fell, D Maus/IgG2a 1:50 















E-Cadherin (32A8) Cell Signaling, 
















L1CAM (L1 9.3) Generiert und zur 
Verfügung gestellt 
durch Prof. Gerd 
Modlenhauer,  
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Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde der Multitest 6-color TBNK reagent der Firma Becton 
Dickinson, Heidelberg, D verwendet. Dieser enthält folgende Antikörper:  
Antikörper zur Bestimmung der Gesamtzellzahl 
Antikörper (Klon) Konjugat Konzentration [µg/ml] 
Anti CD3 (SK7) FITC 2,3 
Anti CD 4 (SK3) PE-Cy™7 1,5 
Anti CD8 (SK1) APC-Cy7 6,3 
Anti CD16 (B73.1) PE 1,65 
Anti CD19 (SJ25C1) APC 2,3 
Anti CD45 (2D) PerCP-Cy™5.5 6,0 
Anti CD56 (NCAM16) PE 1,1 
Tabelle 5: Antikörper zur Bestimmung der Gesamtzellzahl 
 
2.6.3 Primer für die Echtzeit Polymerasekettenreaktion 
Nachfolgende Primer wurden von der Firma Biometra, Göttingen, D bezogen:  
Primer für die Echtzeit Polymerasekettenreaktion 
Primer Vorwärtsprimer 3‘ Rückwärtsprimer 5‘ 
E-Cadherin TCTTCCCCGCCCTGCCAATC GCCTCTCTCGAGTCCCCTAG 
L1CAM TCACGGGCAACAACAGCAACT CGGCTTCCTGTCAATCATGCT 
TBP GCTGGCCCATAGTGATCTTT CTTCACACGCCAAGAAACAG 
Vimentin TGGCACGTCTTGACCTTGAA GGTCATCGTGATGCTGAGAA 
Tabelle 6: Primer für die Echtzeit Polymerasekettenreaktion 
 
2.7. Humane pankreatische duktale Epithelzelllinie (HPDE6c7) 
 
Spezies Name Herkunft Referenz 
human HDPE6c7 benignes Pankreasgewebe Ming-Sound Tsao,  
Institut für Pathologie,  
Montreal General Hospital, Kanada 











Rezepturen für die rtPCR 
Lösung Zusammensetzung 
Mastermix 12,5 µl Sybr Green 
0,15 µl Primer Foward 
0,15 µl Primer Reverse 
2,2 µl H2O 





0,005 % (w/v) Bromphenolblau 
2,5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol 
in 2x Lämmli-Puffer 
Rezepturen für SDS-Gelelektrophorese  
Lösung Zusammensetzung 
Trenngel (PAA Gel 10 %) 6,0 ml H20 dest. 
3,0 ml Trenngelpuffer; pH 6,8 
3,0 ml PAA 40 % (w/v) 
44 µl APS-Lösung 10 % (w/v) 
8,8 µl Temed 
Sammelgel 2363 µl H20 dest. 
938 µl Sammelgelpuffer; pH 6,8 
375 µl PAA 40 % 
19,5 µl APS 10 % 
3,7 µl Temed  
Laufgelpuffer (10x) 25 mM Tris-Base 
0,1 % (w/v) SDS 
19 mM Glycin 
Rezepturen für das Westernblottin  
Lösung Zusammensetzung 
Blot Puffer A 300 mM Tris-Base 
20 % (v/v) Methanol; pH 11  
Blot Puffer B 25 mM Tris-Base 
20 % (v/v) Methanol; pH 10,6 
Blot Puffer C 25 mM Tris-Base 
20 % (v/v) Methanol 
0,04 mM 6-Aminocapronsäure; pH 10,6 
 
  2 Material 
27 
 
Rezepturen für den Proteinnachweis  
Lösungen Zusammensetzung  
Blotto 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Tween 
BSA-PBS 5 % (w/v) BSA in PBS-Tween 
TBS (10x) 
 
20 mM Tris-Base 
140 mM NaCl; pH 7,6 
TBS-Tween (TBS-T) 100 ml TBS (10 x) 
500 µl Tween-20 
ad 1000 ml Aqua dest.  
Weitere Rezepturen  
Lösungen Zusammensetzung 
Laemmli-Puffer (2x) 128 mM Tris-Base 
4,6 % (w/v) SDS 
10 % (v/v) Glycerol; pH 7,6 
MACS-Puffer 0,5 g BSA 
100 ml PBS 
HPDE-Medium RPMI- und Keratinozytenmedium (1:1) 
0,5 % (v/v) L-Glutamin 
5 % (v/v) Fetal calf serum (FCS) 
5 ng / ml Epidermal Growth Factor (EGF) 
50 μg / ml Rinderhypophysenextrakt  
Tabelle 8: Rezepturen 
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3 Methoden  
3.1 Zellbiologische Methoden  
3.1.1 Humane pankreatische duktale Epithelzelllinie (HPDE6c7)  
Als Modell für benignes Pankreasgangepithel wurde die Humane Pankreatische Duktale 
Epithelzelllinie (HPDE6c7) verwendet (zur Verfügung gestellt von Dr. Ming-Sound Tsao, Institut für 
Pathologie, Montreal General Hospital, Montreal, Kanada). HPDE6c7 ist eine benigne, aus humanem 
Pankreasgewebe isolierte Zelllinie [135]. Die Immortalisierung der Zellen wurde durch retrovirale 
Transduktion der Onkogene E6 und E7 des humanen Papillomavirus HPV 16 erzielt [136]. Die 
Arbeitsgruppe Tsao et al. konnte zeigen, dass die HPDE6c7-Zellen einen nahezu normalen Geno- und 
Phänotyp entsprechend dem duktaler Pankreasepithelzellen aufweisen, ohne Anhalt für eine maligne 
Transformation. Es konnte keine der mit dem PDAC-assoziierten Mutationen, beispielsweise in den 
Genen KRAS, p53 oder p16 nachgewiesen werden [135]. Ferner führte die Inokulation der Zelllinie in 
immundefizienten Mäusen zu keinerlei Tumorwachstum und erwies sich somit als nicht-tumorigen 
[136]. Die epitheliale Pankreasgangzelllinie HPDE6c7 eröffnet somit im Gegensatz zu den zumeist 
verwendeten malignen Pankreasgangepithelzelllinien die Möglichkeit, Ereignisse im frühen Stadium 
der pankreatischen Tumorgenese in vitro zu untersuchen. Da in dieser Arbeit der Einfluss von PBMC 
auf den Phänotyp und das Verhalten von benignen Pankreasgangepithelzellen untersucht werden 
sollte, wurde diesen Gründen als Zellmodell speziell die HPDE6c7-Zelllinie ausgewählt.  
3.1.2 Kultivierung der epithelialen Pankreasgangzelllinie HPDE6c7 
Das Umsetzen bzw. Aussäen der Zellen erfolgte unter der Sterilwerkbank. Dabei wurden 
ausschließlich autoklavierte Materiale und steril filtrierte Lösungen verwendet. Die Kultivierung der 
HPDE6c7-Zellen erfolgte in HPDE-Medium (Rezeptur siehe Tabelle 8) 
Die Teilung der Zellen wurde bei einer Konfluenz von 80 % durchgeführt. Dazu wurde zunächst das 
verbrauchte Medium mittels Vakuumpumpe abgesaugt. Anschließend wurden 5 ml einfaches 
Trypsin/EDTA in die Kulturflasche gegeben und für 5-10 Min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach 
Kontrolle der Loslösung unter dem Lichtmikroskop wurde die Reaktion mit 5 ml HPDE-Medium 
beendet. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml-Röhrchen zur Zentrifugation (1200 Umdrehungen pro 
Minute (UpM), 10 Min) überführt. Nachdem der Überstand abgesaugt und verworfen wurde, 
erfolgte das Resuspendieren des Pellets im vorgewärmten Medium. Daraufhin konnten die Zellen auf 
neue Zellkulturflaschen verteilt und im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 85 % Feuchtigkeit 
kultiviert werden. 
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3.1.3 Isolierung der PBMC aus Vollblut 
Die PBMC wurden mittels Ficollgradienten-Zentrifugation aus dem Vollblut von 5 gesunden Spendern 
(medianes Alter bei Blutentnahme: 65,8 Jahre), sowie 5 PDAC-Patienten (medianes Alter bei 
Blutentnahme: 68,6 Jahre) isoliert, wobei eine schriftliche Einwilligung aller Spender und die 
Zustimmung der Ethikkommission des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel 
(Ethikvotum A110/99D429/09) vorlag. Das Vollblut gesunder Spender sowie der PDAC-Patienten 
wurde in EDTA-Röhrchen abgenommen und anschließend 1:2 mit Phosphate buffer saline(PBS) 
verdünnt. In 50 ml-Röhrchen wurden 15 ml Ficoll-Lymphozyten-Separations-Medium vorgelegt. 
Hierauf wurde das verdünnte Blut langsam mittels Serumpipette und Pipette Boy geschichtet. Die 
Separation selbst erfolgte in der Zentrifuge (1700 UpM, ungebremst, 20 Min, Raumtemperatur (RT)). 
Der Überstand wurde im Anschluss vorsichtig abgesaugt. Der darunter befindliche Leukozytenring 
wurde mit einer Plastikpipette durch Kreisbewegungen geerntet und in ein frisches 50 ml-Röhrchen 
gegeben. Dieses wurde mit kaltem PBS aufgefüllt und zentrifugiert (1500 UpM, 10 Min). Danach 
wurde der Überstand abgesaugt. Anschließend erfolgte noch zweimaliges Waschen mit PBS, 
Zentrifugieren (1200 UpM, 7 Min) und Überstand absaugen.  
3.1.4 Bestimmung der Zellzahl  
In den Versuchsreihen wurden definierte Zellzahlen aller verwendeten Zelltypen eingesetzt. Dazu 
war eine Bestimmung der Zellzahl der initialen Zellsuspension notwendig. Es wurden 10 µl 
Zellsuspension in eine Neubauer-Zählkammer überführt, vier Großquadrate unter dem Mikroskop 
ausgezählt und die Zellzahl in Zellen pro ml mit der nachfolgenden Formel berechnet:  
 
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑖𝑛 4 𝐺𝑟𝑜ß𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒𝑛
4
= 𝑋 ∗ 104 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙  
3.1.5 Co-Kultivierung von HPDE6c7-Zellen mit PBMC 
Für die Versuchsreihen wurden die Epithelzellen in 24-Well-Kulturplatten ausgesät. Von den 
HDPE6c7-Zellen wurden dazu 1x104 Zellen pro Well in 500 µl HPDE-Medium eingesetzt und im 
Brutschrank kultiviert. Nach 24 Stunden wurde in allen Wells das Medium abgesaugt und entweder 
500 µl X-Vivo-Medium alleine oder zusammen mit 2,5*104 PBMC zugesetzt. In vier Wells wurden 
PBMC alleine kultiviert. Um das Apoptoseverhalten zu analysieren, wurde nach 48 Stunden Kultur 
einem Well der HPDE6c7 Mono- und einem der HPDE6c7 Co-Kultur je 10 µg/ml des 
Chemotherapeutikums Gemcitabin beigefügt. Die Kultivierung der Zellen wurde über 72 Stunden im 
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Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 85 % Raumfreuchte) durchgeführt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 
2 schematisch dargestellt.  
 
Abbildung 2: Versuchsaufbau von Mono-(HPDEmo) und Co-(HPDEco)Kulturen aus HPDE6c7-Zellen und PBMC  
Vor jeder Aufarbeitung wurde die Morphologie der mono- und co-kulturvierten Zellen mit der 
Mikroskopkamera festgehalten.  
 
3.2 Immunbiologische Methoden 
3.2.1 Oberflächenmarkierung mittels Immunfluoreszenzfärbung und 
Durchflusszytometrie 
Um die PMBCs zu charakterisieren, erfolgte nach der Ficollgradientenseparation eine 
Oberflächenmarkierung mittels Immunfluoreszenzfärbung und anschließender Durchflusszytometrie. 
3.2.1.1 Prinzip der Durchflusszytometrie 
Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) dient der Analyse 
und Separation von Einzelzellen in Suspension. So können Subpopulationen durch charakteristische 
Oberflächeneigenschaften identifiziert werden. Dazu wird die Zellsuspension in einem 
Flüssigkeitsstrom durch einen Laserstrahl geleitet. Die Zellen interagieren mit dem einfallenden 
Laserlicht und ändern dessen Richtung. Die detektierte Streuung wird beeinflusst von Zellgröße, 
Membranstruktur sowie intrazellulären Bestandteilen. Dabei entspricht das Vorwärtsstreulicht der 
Größe und das Seitwärtsstreulicht der Granularität der Zellen.  
Zusätzlich nutzt man die Fluoreszenzeigenschaften von Antikörper-gekoppelten 
Fluoreszenzfarbstoffen. Das über einen Antikörper an die Zelle gebundene Fluorochrom wird im 
Laserstrahl zur Fluoreszenz angeregt und emittiert Licht mit bestimmter Wellenlänge. Dieses Licht 
wird detektiert und ist proportional zur Menge an Antikörpern, die an der Zelloberfläche oder 
intrazellulär gebunden sind.  
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3.2.1.2 Oberflächen- und intrazelluläre Markierung mittels Immunofluoreszenzfärbung 
Für die Oberflächenmarkierung der PBMC aus der Ficollgradienten Zentrifugation wurden 1x106 
PBMC abgenommen. Diese wurden in kaltem MACS-Puffer resuspendiert und auf FACS-Röhrchen 
verteilt (pro Antikörpercocktail und Röhrchen 25 µl MACS-Puffer). Die folgenden Schritte erfolgten 
auf Eis. Zunächst wurden die extrazellulär bindenden Antikörper entsprechend Tabelle 4 bei 
möglichst dunklen Verhältnissen verteilt und gevortext. Bei Mehrfachfärbungen wurden die 
Antikörper gleichzeitig inkubiert (4 °C, 15 Min). Anschließend wurde mit 200 µl kaltem MACS-Puffer 
gewaschen und zentrifugiert (1200 UpM, 7 Min).  
 
Nach Abschluss der Oberflächenfärbung wurde die intrazelluläre Färbung von CD68 durchgeführt. 
Um die Zellen zu permeabilisieren wurde zunächst der Fixation/Permeabilization-Puffer in einem 
Verhältnis 1:4 mit dem entsprechenden Diluent angesetzt. Jeweils 50 µl dieses Gemischs wurden auf 
die Proben gegeben, vermischt und bei RT in Dunkelheit für 10 Min inkubiert.  
Im Anschluss wurde mit 200 µl Permeabilisierungspuffer (1:10 Verdünnung mit Aqua dest.) 
gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte bei 1200 UpM für 10 Min. Nach Absaugen des Überstandes 
wurden 25 µl Permeabilisierungspuffer zu jeder Probe hinzugegeben und der Anti-CD68 Antikörper 
entsprechend Tabelle 4 verteilt. Vermischen, Inkubation (10 Min bei RT in Dunkelheit), Waschen und 
Zentrifugieren wurde wie oben beschrieben erneut durchgeführt. 
Nach Entnehmen des Überstandes wurden die Proben mit einer 1 % igen Formalinlösung fixiert und 
im Kühlschrank bis zur Messung aufbewahrt. Die Messung der Zellen erfolgte an einem FACS Calibur 
unter Verwendung der CellQuest-Software.  
3.2.1.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl  
Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von 
Prof.  Dr.  rer. nat. Daniela Wesch des Institutes für Immunolgie des Universitätsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Kiel. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl von T- und B-Lymphozyten sowie NK-, 
CD4+ und CD8+ T-Zellen wurde der BD Multitest 6-color TBNK (M6T) Reagent mit BD TrucountTM 
Beads (www.bd.com/resource.aspx?IDX=17743) von BD Biociences verwendet. Als Grundlage diente 
das BD trucount TM tube technical data sheet (Version 8/2010). Es wurden zunächst 20 μL der BD 
Multitest 6-color TBNK Reagenz in den BD Trucount Tubes vorgelegt (siehe Tabelle 5). Im Anschluss 
wurde 50 µl antikoaguliertes Blut von PDAC-Patienten hinzugegeben. Nach Vortexen erfolgte für 15 
Min die Inkubation bei RT im Dunkeln. Die Lyse der Erythrozyten wurde mit 200 µl BD lysing buffer 
erzielt. Nach erneutem Vortexen und Inkubieren konnte die Detektion mittels FACS Canto flow 
cytometer sowie die Analyse mit der FACS Diva Software (beide BD Biosciences) durchgeführt 
werden.  




3.3.1 RNA-Isolierung und Präparation 
Die Präperation der Gesamt-RNA der HPDE6c7-Zellen nach Mono- bzw. Co-Kultur wurde mit dem 
RNA-Isolierungskit peq GOLD Total RNA Kit nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Zunächst wurde das Medium aus den Wells abgenommen. Danach wurde jedem Well je 200 µl RNA 
Lysis Buffer T zugegeben. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen mechanisch abgelöst und das 
Lysat in Eppendorf-Röhrchen überführt. Allen Zelllysaten wurde jeweils 10 µl Carrier RNA Working 
Solution zugesetzt, um die RNA-Ausbeute zu erhöhen. Dazu wurde die Carrier RNA Stock Solution mit 
einer Konzentration von 400 ng/µl im Verhältnis von 1:100 mit Lysis Buffer T verdünnt. An dieser 
Stelle konnten die Lysate auch zur späteren RNA-Aufarbeitung eingefroren (-80 °C) werden.  
Anschließend wurde das Zelllysat auf eine DNA-bindende Säule gegeben. Diese wurden in einem 
2 ml-Röhrchen für eine Minute bei 12000 UpM zentrifugiert. Die Säule wurde mit der gebundenen 
DNA entsorgt, während sich die RNA im Durchfluss befand. Dem RNA-Duchflussgemisch wurde nun 
das gleiche Volumen an 70 % igen Ethanol, in diesem Fall 200 µl, zugesetzt. Nach Vortexen wurde die 
Flüssigkeit auf eine RNA-bindende Säule pipettiert, welche in ein neues 2 ml-Röhrchen gestellt 
wurde. Danach erfolgte die Zentrifugation (10.000 UpM, 1 Min). Im Anschluss daran wurde mit 
500 µl RNA-Wash Buffer I gewaschen. Daraufhin musste erneut zentrifugiert (10.000 UpM, 15 s) und 
der Durchfluss verworfen werden. Dieses Prozedere wurde zweifach mit je 500 µl Wash Buffer II 
durchgeführt. Danach erfolgten zwei Runden Zentrifugation, je eine Minute bei 10.000 UpM. 
Zwischendurch wurden die Röhrchen um 180° gedreht, um die Reste der Flüssigkeit aus der Säule zu 
waschen. Nun wurden 35 µl RNAse freies Wasser auf die Säule gegeben und für 3 Min ruhen 
gelassen. Die Säule wurde dafür in ein neues Eppendorf-Röhrchen gesetzt. Im Anschluss erfolgte 
erneut die Zentrifugation (7.000 UpM, 1 Min). Das Eluat wurde nochmals auf die Säule pipettiert und 
zweimal mit einem Positionswechsel von 180° zentrifugiert (7.000 UpM, 1 Min). Die RNA-
Konzentration wurde mit dem Nano Drop Spectrophotometer 10-1000 gemessen. Dafür wurden je 2 
µl auf den Messbereich aufgetragen. Die aufgearbeitete RNA wurde bei –80° verwahrt.  
3.3.2 Herstellung von cDNA 
Die Herstellung von komplementärer DNA (complementary DNA=cDNA) erfolgte mittels RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit. Dazu wurde die RNA auf eine einheitliche Konzentration von 0,05 µg 
eingestellt. Ein Mikroliter Oligo-dT-Primer wurden der RNA beigemischt und mit nukleasefreiem 
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12,5 µl gebracht. Das Gemisch wurde gevortext, anschließend 
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im Thermomixer (65°C, 5 Min) denaturiert, auf Eis abgekühlt und herunterzentrifugiert. Danach 
wurden folgende Komponenten in der angegebenen Reihenfolge dazu gegeben:  
  4 µl 5x Reaktion Buffer  
0,5 µl RiboLock RNAse Inhibitor (20 U/µl)  
2 µl 10 mM dNTP Mix  
1 µl RevertAid M-MLV Reverse Transkriptase  
Das Gesamtvolumen (7,5 µl plus 12,5 µl RNA-Gemisch) betrug 20 µl. Das Gemisch wurde im 
Brutschank inkubiert (42°C, 6 Min). Abschließend wurde die enzymatische Reaktion durch Inkubation 
im Thermomixer (70°C, 5 Min) beendet. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bei -20°C.  
3.3.3 Echtzeit Polymerasekettenreaktion  
3.3.3.1 Prinzip der Echtzeit Polymerasekettenreaktion 
Bei der Echtzeit Polymerasekettenreaktion (realtime polymerase chain reaction, rtPCR) werden 
ausgesuchte DNA-Abschnitte amplifiziert und in Echtzeit gemessen. Dazu wird ein interkalierender 
Fluoreszenzfarbstoff verwendet (hier: LightCycler 480 Sybr Green, Roche Diagnostic). Frei und 
ungebunden in Lösung ist die Fluoreszenz gering. Reichert sich der Farbstoff in der Doppelstrang-
DNA an, nimmt die Fluoreszenz bis zum 1000-fachen an Stärke zu. Daher ist die Zunahme an 
Fluoreszenz während einer Reaktion proportional zu der aktuellen Genamplifikation. Der Threshold 
cycle (Crossing Point CP/ Ct) entspricht dem Zyklus, in dem genügend Amplifikationen vorliegen, um 
ein Lichtsignal über die Hintergrundsignale hinaus hervorzurufen. Der Ct-Wert wird in der 
exponentiellen Phase gemessen, in der die Reagenzien noch ausreichend vorhanden sind, und ist 
demzufolge ein indirektes Maß für die Ausgangsmenge an DNA. Um die relative Genexpression zu 
erhalten, wurde die Pfaffl-Methode gewählt, in der die Genamplifikation eines Zielgens gegen die 
eines Referenzgens verrechnet wird. Als Referenzgen wurde das Tatabox Binding Protein (TBP) 







Kontrolle: Probe aus der Mono-Kultur   Test: Probe aus der Co-Kultur 
 
Die Ratio gibt den Faktor an, um wie viel die Expression des Zielgens in der Co-Kultur gegenüber der 
Mono-Kultur verstärkt (Ratio > 1) bzw. vermindert (Ratio < 1) ist.  
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3.3.3.2 Durchführung der Echtzeit Polymerasekettenreaktion 
Zunächst wurden 20 µl des cDNA Mix 1:5 mit 85 µl RNAse freiem Wasser verdünnt. Die 
Polymerasekettenreaktion erfolgte in Doppelreihen-Messung. Es wurden von jeder Probe zweifach 
10 µl auf einer 96-Well PCR-Platte verteilt und 15 µl Master Mix (Rezepturen siehe Tabelle 8) 
hinzugegeben. Die fertige Platte wurde mit einer selbstklebenden PCR-Folie verschlossen. In dem 
LightCycler 480 (Roche Diagnostic) wurden die Proben mittels der LightCycler 480 Software 1.5.1 
ausgewertet.  
 
3.4 Proteinbiochemische Methoden 
3.4.1 Herstellung von Ganzzelllysaten 
Nach der Entnahme des Mediums mit und ohne PBMC wurden die HPDE6c7-Zellen in 50 µl 
zweifachen Lämmli-Puffer aufgenommen und lysiert. Die Lagerung der Ganzzelllysate erfolgte 
bei -20°C.  
3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration der Ganzzelllysate wurde mit dem Proteinassay Dc der Firma Biorad nach 
Anleitung des Herstellers durchgeführt. Die Absorption wurde mittels Photometer bei einer 
Wellenlänge von 680 nm bestimmt und die Proteinkonzentration gegenüber einer Standardreihe 
ermittelt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Photometers Tecan Sunrise (Tecan) sowie der 
Revelation QuickLink Software (Dynex Technologies).  
3.4.3 Westernblot  
Im ersten Schritt des Westernblots kommt es zur Auftrennung der Proteinproben nach deren 
Molekülmasse in einem Gel mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE). Anschließend wird der Transfer der 
aufgetrennten Proteine auf eine Membran durchgeführt. Der Proteinnachweis erfolgt schließlich 
mittels Antikörperfärbung der Membran. 
3.4.3.1 Vorbereitung der Proteinproben für die Elektrophoretische Auftrennung 
Nach der Messung der Proteinkonzentration wurden die Proben für die Gelelektrophorese auf 
5 µg/Probe eingestellt und mit zweifachen Lämmli-Puffer auf ein Volumen von 15 µl gebracht. Fünf 
Mikroliter Farbpuffer entsprechend ¼ des Gesamtvolumens (20 µl) wurden dazu pipettiert. Danach 
  3 Methoden 
35 
 
erfolgte die Denaturation der Proben bei 95°C für 5 Min mit anschließendem Abkühlen auf Eis für 
eine Min (Rezepturen siehe Tabelle 8).   
3.4.3.2 Prinzip der SDS-Gelelektrophorese  
Die sogenannte SDS-Gelektrophorese dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen in 
Ganzzelllysaten. Dazu werden im oben gelegenen Sammelgel die Proben fokussiert und im darunter 
folgenden Trenngel aufgetrennt. Die Porengröße des Sammel- und Trenngels richtet sich nach dem 
prozentualen Acrylamidanteil (4-20 %) und ermöglicht somit eine Auftrennung von Proteinen von 
einem Molekulargewicht von 5-200 kDa. Die Trennung erfolgt unabhängig von der Eigenladung der 
Proteine. Dies wird durch das anionische Detergenz SDS erreicht. Proteine werden denaturiert und 
erhalten mittels Komplexbildung einen Ladungsausgleich und eine negative Gesamtladung. Die 
Geschwindigkeit der Wanderung der Proteine zur Anode des elektrischen Feldes ist somit 
ausschließlich von der relativen Molekülmasse abhängig. 
3.4.3.3 Durchführung der SDS-Gelelektrophorese 
Zur Vorbereitung der SDS-Gelelektrophorese wurden zunächst zwei Glasplatten mit Klammern 
gegeneinander fixiert und auf Füßen waagerecht aufgestellt. Dabei wurde ein Trenngummi zwischen 
den Gläsern angebracht. Das Trenngel wurde in einem 50 ml-Röhrchen vorbereitet und zügig mit 
einer Plastikpipette zwischen den Glasplatten verteilt. Um eine klare Kante zu erhalten, erfolgte die 
Überschichtung der Polyacrylamidlösung mit Isopropanol. Nach Polymerisation des Gels wurde das 
Isopropanol abgegossen und gründlich mit Aqua dest. gespült. Danach wurde das Sammelgel auf das 
Trenngel aufgebracht. Um Probentaschen zu formen, wurde ein entsprechender Taschenkamm in 
das flüssige Gel zwischen den Glasplatten eingebracht. 
Nach Aushärten des Gels über Nacht erfolgte die vorsichtige Entfernung der Gummidichtung 
zwischen der Glasplatten. Im Anschluss wurden die Platten mit dem Gel in die bereits mit 
Laufgelpuffer gefüllte Kammer ohne Luftblasenbildung eingespannt. Nach vollständigem Befüllen der 
Kammern mit Laufgelpuffer wurde der Kamm aus dem Sammelgel entfernt und die Proben sowie der 
Marker aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung im 10 % igen Gel geschah bei 125 V, bis die 
blaue Lauffront aus dem Gel ausgetreten war. Die Stromstärke betrug dabei für ein Gel 30 mA und 
zwei Gele 50 mA (Rezepturen siehe Tabelle 8). 




In diesem Schritt wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Gel mittels Semidry Blotverfahren auf 
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran übertragen. Dazu wurden mehrere Lagen Whatmann-
Papier in Blot-Puffer A, B, C (Rezepturen siehe Tabelle 8) wie nachfolgend aufgeführt, getränkt und 
gestapelt: 
 sechs in Blot-Puffer A getränkte Whatman-Papiere 
 drei in Blot-Puffer B getränkte Whatman-Papiere 
 Membran, 1 Min in Methanol getränkt und anschließend in Aqua dest. gewaschen 
 Gel 
 sechs in Blot-Puffer C getränkte Whatman-Papiere 
 
Der Transfer der aufgetrennten Proteine erfolgte für 45 Min bei einer konstanten Stromstärke, die 
sich aus folgender Formel errechnete: 
𝑺𝒕𝒓𝒐𝒎𝒔𝒕ä𝒓𝒌𝒆 [𝒎𝑨] =  




3.4.3.5 Proteinnachweis mittels spezifischer Antikörper  
Nach dem Übertragen der Proteine auf die Membran wurde diese für 10 Min in TBS-Tween (TBS-T) 
auf einem Schütteltisch gewaschen, um anschließend für 2 Stunden auf dem Rollenmischer in Blotto 
bei RT blockiert zu werden (Rezepturen siehe Tabelle 8). Die spezifischen Primärantikörper (siehe 
Tabelle 2) wurden nach Herstellerangaben entsprechend verdünnt und über Nacht bei 4°C auf einem 
Rollenmischer inkubiert. Am nächsten Tag wurde dreimal mit TBS-Tween für je 10 Min gewaschen, 
bevor mit dem entsprechenden Zweitantikörper für eine Stunde bei RT inkubiert wurde. Alle 
Zweitantikörper wurden 1:2000 verdünnt (siehe Tabelle 3). Anschließend folgten drei Waschgänge 
mit TBS-T für je 10 Min, um überschüssigen Sekundärantikörper zu entfernen. Danach wurde die 
Membran bei RT für eine Minute mit dem Chemolumineszenz-Substrat Super Signal West Dura 
Extended Duration Substrat (Thermo Scientific) inkubiert. Dabei katalysiert, die an den sekundären 
Antikörper gekoppelte Peroxidase die Umsetzung des Substrates in ein lumineszierendes Produkt. 
Dank dieser Lichtreaktion können Banden im FusionSL Dokumentationssystem (Vilber Lourmat) 
detektiert und mit einer Digitalkamera festgehalten werden. Die Auswertung erfolgte mittels der 
Fusion Capt Software 16.06 (Vilber Lourmat). Das konstitutiv exprimierte Protein HSP90 diente als 
Ladekontrolle. 
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3.5 Apoptose Assay 
 
Um das apoptotische Ansprechen von HPDE6c7-Zellen auf das Zytostatikum Gemcitabin, in Ab- und 
Anwesenheit von PBMC zu untersuchen, wurde der M30 Assay durchgeführt. 
3.5.1 Prinzip des M30 Assays  
Der M30 Assay ist ein einstufiger in vitro Immunoassay, welcher der quantitativen Bestimmung von 
Apoptose in epithelialen Zellen dient. Dabei wird die Menge eines Fragments des epithelialen 
Markers Keratin 18 bestimmt, welche durch Caspase vermittelte Spaltung in Rahmen der Apoptose 
gebildet wird. Der monoklonale Antikörper M30 bindet spezifisch gespaltenes Keratin 18 (caspase 
cleaved keratin 18 cck18, K18-Asp396), aber nicht natives K18. Damit stellt der M30 Assay eine 
spezifische quantitative Messung für Apoptose in Epithelzellen dar. In den direkten Co-Kulturen aus 
HPDE6c7-Zellen und PBMC wurde so ausschließlich die Apoptose der HPDE6c7-Zellen detektiert. Die 
Apoptoseinduktion erfolgte mit 10 µg/ml des Zytostatikums Gemcitabin, welches standardmäßig zur 
Therapie des PDAC eingesetzt wird. Dies wurde nach 48 Stunden Kultur mit einer Behandlungsdauer 
von 24 Stunden appliziert. Im Anschluss daran wurde der M30 Assay durchgeführt.  
3.5.2 Durchführung des M30 Assays 
Zur Durchführung des M30 Assays wurden die Überstände aus den kultivierten Wells abgenommen, 
in Eppendorf-Röhrchen überführt und zentrifugiert (3.500 UpM, 5 Min). Der zellfreie Überstand 
wurde anschließend in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt. Diese wurden entweder direkt im 
M30 Assay gemessen oder bei -20 °C für eine spätere Aufarbeitung eingefroren. Der M30 Assay 
wurde bei RT durchgeführt. Dazu wurden alle Reagenzien auf RT gebracht und vor Benutzung 
gevortext. Die Wash Solution und das M30 Horseradish-peroxidase-(HRP)-Konjugat wurden 
entsprechend den Vorgaben verdünnt und vermischt. Anschließend wurden je 25 μL von 
M30 Standard A–G, M30 Control Low bzw. High und die Proben in eine 96-Well-Platte verteilt. Dazu 
wurde zügig 75 µl/Well verdünntes M30 HRP-Konjugat pippetiert. Die Platte wurde danach mit einer 
selbstklebenden Folie verschlossen und für 4 Stunden auf einem Schüttler (600 U/Min) inkubiert. Im 
nächsten Schritt wurden die Platten fünfmalig manuell mit 250 µl Wash Solution ausgespült. Nun 
wurden 200 µl TMP Substrate pro Well verteilt und 20 Min im Dunkeln inkubiert. Anschließend 
wurde mit 50 µl Stop Solution pro Well die Reaktion beendet. Die Platten wurden für 5-10 s 
geschüttelt, um die komplette Vermischung von TMB Substrate und Stop Solution zu gewährleisten. 
Die Absorption wurde nach 5 Min bei einer Wellenlänge von 450 nm in einem Plattenphotometer 
gemessen. 
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3.6 Statistik  
 
Die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen erfolgte mit Microsoft Exel 2010. Für 
die statistische Auswertung wurde das Programm SigmaPlot 12.5 (Systat) benutzt. Für die Ermittlung 
der Signifikanzen wurde der Mann-Whitney-Rangsummentest angewandt. P-Werte unter p = 0,05 
wurden als statistisch signifikant angesehen. 
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4 Ergebnisse  
4.1 Einfluss von PBMC gesunder Spender und PDAC-Patienten auf 
den Phänotyp und das Verhalten von Pankreasgangepithelzellen 
 
Für die Karzinogenese spielt die EMT eine bedeutende Rolle. Im Rahmen derer verlieren Epithel- bzw. 
Karzinomzellen ihren epithelialen Charakter und erwerben Eigenschaften mesenchymaler Zellen, wie 
zum Beispiel eine spindelförmige Zellform, eine verminderte Expression von epithelialen Molekülen 
(z.B. E-Cadherin) und eine erhöhte Expression von mesenchymalen Proteinen (Vimentin, L1CAM, 
TGF-ß-1). Da verschiedenste mononukleäre Zellen bereits im Stroma von Vorläuferläsionen (PanINs, 
CP) zu finden sind, sollte der Einfluss dieser Zellen auf die EMT in Pankreasgangepithelzellen 
untersucht werden. Um zu berücksichtigen, dass sich die Zusammensetzung bzw. Aktivität der PBMC 
während der pankreatischen Karzinogese verändert, wurde der Einfluss von PBMC von 5 gesunden 
Spendern untersucht und mit dem von PBMC von 5 PDAC-Patienten verglichen.
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4.1.1 Zellmorphologie mittels mikroskopischer Beurteilung 
Um den funktionalen Einfluss von PBMC auf die EMT in der pankreatischen Tumorigenese zu 
untersuchen, wurden zunächst EMT-assoziierte Veränderungen in der Zellmorphologie der Zellline 
HPDE6c7 in Ab- und Anwesenheit von PBMC gesunder Spender und PDAC-Patienten in Mono- bzw. 
Co-Kultur analysiert.  
Bei der Untersuchung der Zellmorphologie nach 72 Stunden Kultur mittels Lichtmikroskop zeigten die 
HPDE6c7-Zellen in Mono-Kultur ein für Epithelzellen typisches adhärentes Wachstum in einem 
Monolayer. Die Zellform war rundlich bis polygonal (Abbildung 3). 
 





 nach 72 Stunden. Die Pfeile zeigen exemplarisch spindelförmige Zellen. Vergrößerung 200-fach. 
In den Co-Kulturen verteilten sich die PBMC gesunder Spender und von PDAC-Patienten 
gleichermaßen über das gesamte Well. Der HPDE6c7-Zellrasen wirkte jedoch vereinzelt aufgelockert 
gegenüber der Mono-Kultur. Weiterhin zeigte sich nach Co-Kultur eine vermehrte spindelförmige 
Morphologie bei den HPDE6c7-Zellen, die mit einer EMT-Induktion assoziiert wird (Abbildung 3). 
Mikroskopisch konnte kein Unterschied bezüglich Größe, Struktur und Wachstum zwischen HPDE6c7-
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Zellen in Co-Kultur mit PBMC von gesunden Spendern bzw. PDAC-Patienten festgestellt werden. 
Spindelförmige Zellen waren in beiden Ansätzen gleichermaßen zu erkennen.  
4.1.2 Nachweis EMT-spezifischer Marker mittels Echtzeit 
Polymerasekettenreaktion  
Als nächstes wurde die Expression von EMT-relevanten Genen auf mRNA-Ebene untersucht. Als 
epithelialer Marker wurde E-Cadherin, als mesenchymale Marker wurden Vimentin, L1CAM und 
TGF-ß-1 untersucht (Abbildung 4). 
 





kultiviert. Die RNA-Expression der Epithelzellen wurde per rtPCR auf A.) E-Cadherin, B.) L1CAM, C.) TGF-ß-1 
und D.) Vimentin untersucht. Angegeben ist die RNA-Menge normalisiert auf TBP, welches als Referenzgen 
verwendet wurde, und als n-faches der Expression der Mono-Kultur. Dargestellt sind die Werte der einzelnen 
Versuche (blau) sowie der Mittelwert (rot) von jeweils 5 unabhängigen Versuchen.  
Es zeigte sich eine leichte Verringerung der E-Cadherin Expression unter der Co-Kultur mit PBMC von 
gesunden Spendern (mittlere n-fache RNA Expression: 0,799). Im Gegensatz dazu konnte in 
Anwesenheit von PBMC von PDAC-Patienten eine leichte E-Cadherin Expressionszunahme gegenüber 
monokultivierter HPDE6c7-Zellen verzeichnet werden (mittlere n-fache RNA Expression: 1,545; p= 
0,095) (Abbildung 4A).  
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Der mesenchymale Marker L1CAM zeigte im Mittel eine Induktion in HPDE6c7-Zellen in Gegenwart 
von PBMC gesunder Spender (mittlere n-fache RNA Expression: 1,842). In Gegenwart von PBMC von 
PDAC-Patienten war hingegen kein Effekt zu beobachten (mittlere n-fache RNA Expression: 1,147) 
(Abbildung 4B).  
Eine Induktion von TGF-ß-1 konnte in den HPDE6c7-Zellen nur in Co-Kultur mit PBMC von PDAC-
Patienten beobachtet werden. Hier war ein Anstieg im Mittel um 58 % zu verzeichnen, während nach 
Co-Kultur mit PBMC gesunder Spender eine leichte Verringerung der Expression zu verzeichnen war 
(mittlere n-fache RNA Expression: 0,798) (Abbildung 4C). 
Der mesenchymale Marker Vimentin zeigte in Gegenwart der PBMC von gesunden Spendern einen 
Anstieg der Expression (mittlere n-fache RNA Expression: 1,912). Bei den PBMC der an einem PDAC 
erkrankten Patienten zeigte sich eine geringe Expressionssteigerung (mittlere n-fache RNA 
Expression: 1,582) (Abbildung 4D).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Veränderungen in der Expression EMT-relevanter Gene in 
HPDE6c7-Zellen in Gegenwart von PBMC zu beobachten waren, wobei es jedoch unterschiedliche 
Effekte durch PBMC gesunder Spender und von PDAC-Patienten gibt. In Gegenwart von PBMC 
gesunder Spender war vornehmlich eine Induktion der mesenchymalen Marker L1CAM und Vimentin 
zu beobachten, wohingegen PBMC von PDAC-Patienten zu einem Anstieg von TGF-ß-1 und Vimentin, 
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4.1.3 Nachweis EMT-spezifischer Marker mittels Westernblot 
Anschließend wurde die Expression von L1CAM, E-Cadherin und Vimentin in Ganzzelllysaten der 
HPDE6c7-Zellen aus Mono- bzw. Co-Kultur auf Proteinebene mittels Westernblot untersucht. Als 
Ladekontrolle diente das Hitzeschockprotein 90 (HSP90).  
 
 





 mittels Westernblot. A.) L1CAM, B.) E-Cadherin, C.) Vimentin und 
D.) Hsp90, letzteres als Ladekontrolle verwendet, wurden in Ganzzelllysaten von mono- und co-kultivierten 
HPDE6c7-Zellen mittels Westernblot detektiert. Es werden repräsentative Ergebnisse von Versuchen mit PBMC 
von je zwei gesunden Spendern bzw. PDAC-Patienten gezeigt. 
Nach Co-Kultur mit PBMC gesunder Spender konnte gegenüber monokultivierter HPDE6c7-Zellen ein 
leichter Anstieg des epithelialen Proteins E-Cadherin beobachtet werden. Nach Co-Kultur mit PBMC 
von PDAC-Patienten zeigte sich keine Veränderung der Expression, wobei der Proteinnachweis 
insgesamt schwächer war als bei der mit den Proben aus Versuchen mit PBMC gesunder Spender 
(Abbildung 5A).  
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Ferner stellte sich ein Anstieg der L1CAM-Expression unter Co-Kultur gegenüber der Mono-Kultur 
dar. Dieser präsentierte sich unter Co-Kultur mit PBMC gesunder Spendern ausgeprägter als nach Co-
Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten dar (Abbildung 5B). 
Der mesenchymale Marker Vimentin wies in HPDE6c7-Zellen eine vermehrte Expression unter Co-
Kultur mit PBMC gesunder Spender auf, wobei in monokultivierten Epithelzellen kaum Vimentin 
nachweisbar war. In Gegenwart von PBMC von PDAC-Patienten war die Expressionssteigerung von 
Vimentin deutlicher ausgeprägt als in Gegenwart von PBMC gesunder Spender. In einem Versuch 
konnte jedoch auch in monokultivierten HPDE6c7-Zellen eine prägnante Vimentinexpression 
detektiert werden (Abbildung 5C).  
Das Kontrollprotein HSP90 wurde deutlich in allen Proben nachgewiesen und versichert, dass alle 
Proben mit dem gleichen Proteingehalt im Gel aufgetrennt wurden (Abbildung 5D).  
Wie bereits in der rtPCR Analyse konnten auch im Westernblot EMT-assoziierte Veränderungen in 
den HPDE6c7-Zellen in Gegenwart von PBMC von gesunden Spendern und PDAC-Patienten 
beobachtet werden. Eine Induktion der mesenchymalen Marker L1CAM und Vimentin zeigte sich 
sowohl in den Co-Kulturen der PBMC gesunder Spender als auch mit den PBMC von PDAC-Patienten. 
Der epitheliale Marker E-Cadherin hingegen deutet mit einer Expressionszunahme unter Co-Kultur 
mit den PBMC gesunder Spender eher auf eine Reversion der EMT hin. 
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4.1.4 Bestimmung des Apoptoseverhaltens von HPDE6c7-Zellen gegenüber 
Gemcitabin mittels M30 Assay 
Kennzeichnend für das PDAC ist seine ausgeprägte Chemoresistenz. Daher wurde als nächstes 
untersucht, ob PBMC das Ansprechen der HPDE6c7-Zellen auf Zytostaktika verändern. Zur 
Bestimmung der Apoptoserate wurde ein M30 Assay durchgeführt, mit dem ausschließlich die 
Apoptoseinduktion der epithelialen Zellen, nicht aber der PBMC gemessen wird. Dies gelingt durch 
Detektion des epithelialen Neoepitops K18, das im Rahmen der Apoptose Caspase-abhängig von 
Zytokeratin 18 abgespalten wird. Es dient damit als Maß für das Ansprechen auf einen 
Apoptosestimulus (Gemcitabin).  
 
Abbildung 6: M30 Assay zur Detektion der Caspase-abhängigen Bildung des Neoepitopes von Zytokeratin 18 










 (co) kultiviert und nach 48 Stunden über 24 Stunden mit dem 
Chemotherapeutikum Gemcitabin behandelt. Gezeigt sind die Mittelwerte des luminometrisch gemessenen 
Neoepitops K18 von Zytokeratin 18, welches durch Caspasen gespalten wird. Dargestellt sind jeweils die 
Mittelwerte und Standardabweichung der Apoptoseinduktion als n-faches der jeweiligen unbehandelten 
Referenz aus 5 unabhängigen Versuchen. 
In Gegenwart von PBMC gesunder Spender konnte eine deutliche, aber knapp nicht signifikante 
(p=0,056) Erhöhung der Konzentration des Zytokeratin 18 Neoepitopes nach Stimulation mit 
Gemcitabin gegenüber der monokultivierten HPDE6c7-Zellen beobachtet werden (mono: 1,67 / co 
PBMCGes: 2,50). Im Gegensatz dazu wurde in Überständen von HPDE6c7-Zellen, die mit PBMC der 
PDAC-Patienten kultiviert wurden, eine leicht verminderte Konzentration des Neoepitopes 
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gegenüber der monokultivierten HPDE6c7-Zellen detektiert (mo: 2,50 / co PBMCPDAC 2,23) 
(Abbildung 6). 
Zusammenfassend lassen diese Befunde den Schluss zu, dass PBMC das Ansprechen von HPDE6c7-
Zellen gegenüber Gemcitabin beeinflussen, wobei PBMC gesunder Spender und von PDAC-Patienten 
unterschiedliche Effekte auszuüben scheinen.  
 
4.2 Charakterisierung der PBMC mittels Immunofluoreszenzfärbung 
und Durchflusszytometrie    
 
Um die partiell unterschiedlichen Effekte durch die Anwesenheit von PBMC gesunder Spender und 
von PDAC-Patienten auf die pankreatischen Gangepithelzellen besser einordnen zu können, wurden 
die PBMC vor der Co-Kultur mit HPDE6c7-Zellen mittels Immunfluoreszenzmarkierung und 
anschließender durchflusszytometrischer Analyse charakterisiert. Bei der Betrachtung eines 
möglichen Einflusses, standen vor allem die verschiedenen Untergruppen der Lymphozyten im 
Mittelpunkt. Von den verschiedenen Zellpopulationen wurde jeweils die Gesamtzellzahl pro ml Blut 
sowie der prozentuale Anteil bezogen auf Lymphozyten, PBMC oder CD4+ und CD68+ Zellen 
ermittelt. 
4.2.1 Charakterisierung der T-Zellen 
Die Gesamtzellzahl an CD3+ Zellen innerhalb der Lymphozyten war in PDAC-Patienten im Vergleich 
zu gesunden Spendern (1467/µl versus 1218/µl) dezent erhöht (Abbildung 7A.1). Weitherin zeigte 
sich ein höherer prozentualer Anteil an CD3+ Zellen unter den Lymphozyten gesunder Spender 
(Mittelwert: 74,83 %) gegenüber den PDAC Patienten (Mittelwert: 69,53 %) (Abbildung 7A.2). 
Bei den CD8+ zytotoxischen T-Zellen war die Gesamtzellzahl innerhalb der Lymphozyten unter den 
gesunden Spendern (Mittelwert: 356,00/µl) gegenüber der von den PDAC-Patienten niedriger 
(Mittelwert:485,60/µl) (Abbildung 7B.1), während sich beim prozentualen Anteil zwischen den 
Lymphozyten gesunder Spender (Mittelwert: 20,86 %) und PDAC-Patienten (Mittelwert: 21,67 %) 
kein relevanter Unterschied zeigte (Abbildung 7B.2).  
Die Gesamtzellzahl der CD4+ T-Zellen erschien innerhalb der Lymphozyten gesunder Spender 
(Mittelwert: 817,60/µl) geringfügig vermindert im Vergleich zu den PDAC-Patienten (Mittelwert: 
957,20/µl) (Abbildung 7C.1). Im prozentualen Anteil stellte sich eine geringe Erhöhung der CD4+ 
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Zellen innerhalb der Lymphozyten der gesunden Spender (49,89 % versus 46,72 %) dar (Abbildung 
7C.2).  
Bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen (CD25+CD4+) fiel 
auf, dass diese unter den CD4+ Lymphozyten der PDAC-Patienten (Mittelwert: 65,96/µl) gegenüber 
den CD4+ Lymphozyten gesunder Spender (Mittelwert: 53,82/µl) in einer erhöhten Gesamtzellzahl 
auftraten (Abbildung 7D.1). Prozentual war diese T-Zellpopulation innerhalb der CD4+ Lymphozyten 
beider Gruppen jedoch ähnlich verteilt (7,85 % versus 7,21 %) (Abbildung 7D.2).  









) mittels Immunfluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie. Folgende 
Marker der Charakterisierung von T-Zellen wurden analysiert: A.) CD3, B.) CD8, C.) CD4 und D.) CD25. Davon 
werden jeweils von A./B./C.) 1.) die Gesamtzellzahl/µl und 2.) der prozentuale Anteil in Lymphozyten (Ly) 
dargestellt. Von D.) wird jeweils 1.) die Gesamtzellzahl/µl und 2.) der prozentuale Anteil in CD4+ T-Zellen 
dargestellt. Gezeigt werden die Werte der einzelnen Spender (blau) sowie der Mittelwert (rot) von jeweils 5 
Spendern.  
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4.2.1.1 Aktivierungs- und Memory-Marker der T-Zellen 
Der Aktivierungsstatus von CD4+ T-Zellen wurde anhand der CD69-Expression bestimmt. Es zeigte 
sich, dass bei den PBMC von PDAC-Patienten sowohl die Gesamtzellzahl als auch der prozentuale 
Anteil an CD69+CD4+ T-Zellen (Mittelwert: 56,84/µl; 4,94 %) im Vergleich zu den PBMC gesunder 
Spender (Mittelwert: 26,35/µl; 3,33 %) erhöht war (Abbildung 8A.1 und 2). 
Auch der Anteil der CD45RO+ Zellen unter den CD4+ T-Zellen in den PBMC erkrankter PDAC-
Patienten (Mittelwert: 517,93/µl; 48,15 %) war im Gegensatz zu den PBMC gesunder Spender 
(Mittelwert: 285,72/µl; 36,51 %) erhöht (Abbildung 8B.1 und 2). 
Es zeigte sich kein Unterschied bei dem Anteil von CD45RO+ regulatorischer CD25+CD4+ T-Zellen 
zwischen PBMC gesunder Spender (Mittelwert: 34,99/µl; 4,44 %) und der PBMC von PDAC-Patienten 
(Mittelwert: 35,75/µl; 3,79 %) (Abbildung 8C.1 und 2). 









) mittels Immunofluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie. Folgende 
Marker der Aktivierung A.) CD69 und B.) CD45RO wurden in CD4+ T-Zellen und C) CD45R0 in regulatorischen 
CD25+CD4+ T-Zellen analysiert. Davon werden jeweils die 1.) Gesamtzellzahl/µl und der 2.) prozentuale 
Anteil an CD4+ T-Zellen dargestellt. Gezeigt werden die Werte der einzelnen Spender (blau) sowie der 
Mittelwert (rot) von jeweils 5 Spendern. 
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4.2.3 Charakterisierung der Monozyten und Makrophagen 
Der prozentuale Anteil an CD68+ Zellen unter den PBMC gesunder Spender (Mittelwert: 13,71 %) 
sowie unter den PBMC von PDAC-Patienten (Mittelwert: 13,64 %) erwies sich als nahezu identisch 
(Abbildung 9). 
                                                 





) mittels Immunfluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie. Folgende 
Marker der Charakterisierung von Monozyten wurden analysiert: prozentualer Anteil an A.) CD68+ Zellen 
bezogen auf PBMC. Dargestellt sind die Werte der einzelnen Spender (blau) sowie der Mittelwert (rot) von 
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Die CD14+ sowie die CD11b+ Zellen waren unter den CD68 postiven Zellen gesunder Spender 
(Mittelwert: 72,99 % / 77,29 %) gegenüber denen von PDAC-Patienten (Mittelwert: 77,49 % / 87,81 
%) geringfügig verringert (Abbildung 10A+B).  
Der Anteil an CD16+ innerhalb der CD68+-Zellen wies eine minimale Erhöhung unter CD68+ Zellen 
gesunder Spender (Mittelwert: 28,78 %) gegenüber denen von PDAC-Patienten (Mittelwert: 24,09 %) 
auf (Abbildung 10C).  
Die HLA-DR-Expression unter den CD68+ Zellen von gesunden Spendern und PDAC-Patienten erwies 
sich nahezu identisch und lag im Mittel bei 75,84 % bzw. 73,56 % (Abbildung 10D) 
 





) mittels Immunfluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie. Folgende 
Marker der Charakterisierung von Monozyten wurden analysiert: prozentualer Anteil an A.) CD14, B.) CD11b, 
C.) CD16 und D.) HLA-DR+ Zellen innerhalb von CD68+ Zellen. Dargestellt sind die Werte der einzelnen 
Spender (blau) sowie der Mittelwert (rot) von jeweils 5 gesunden Spendern bzw. 4 PDAC-Patienten. 
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4.2.4 Charakterisierung der B-Zellen und NK-Zellen 
Bei Betrachtung der CD19+ B-Zellen zeigte sich eine Erhöhung der Gesamtzellzahl und des 
prozentualen Anteils unter den Lymphozyten von PDAC-Patienten (Mittelwert: 242,60/µl; 11,25 %) 
gegenüber der Lymphozyten gesunder Spender (Mittelwert: 141,20/µl; 9,08 %) (Abbildung 11A1 
und 2 ). 
In einem geringeren Ausmaß zeigte sich ein ähnliches Resultat bei den NK-Zellen. So war die 
Gesamtzellzahl und der prozentuale Anteil an CD16+ und CD56+ Zellen unter den Lymphozyten der 
PDAC-Patienten (Mittelwert: 293,80/µl; 17,52 %) höher als derer unter den Lymphozyten gesunder 
Spender (Mittelwert: 223,20/µl; 15,16 %) (Abbildung 11B.1 und 2).  
 





) mittels Immunofluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie. Folgende 
Marker der Charakterisierung von B-Zellen und NK-Zellen wurden analysiert: A.) CD19 und B.) CD16 und 
CD56.  Gesamtzellzahl/µl und der 2.) prozentuale Anteil an Lymphozyten (Ly) dargestellt. Gezeigt werden die 
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Zusammenfassend ließen sich bei Betrachtung der Charakterisierung von Lymphozyten mittels 
Immunfluoreszenzfärbung und Durchflusszytometrie aus dem Blut gesunder Spender und PDAC-
Patienten unter den T-Zellen (CD3+, CD4+ und CD8+) keine signifikanten Unterschiede zwischen 
beiden Kollektiven aufweisen. Der Anteil an aktivierten (CD69+ oder CD45R0+) Zellen unter den CD4+ 
T-Zellen bei den Lymphozyten aus dem Blut PDAC erkrankter Patienten stellte sich allerdings erhöht 
gegenüber dem gesunder Spender dar.  
Ferner zeigte sich eine Anreicherung der regulatorischen T-Zellen (CD25+CD4+) unter den 
Lymphozyten von PDAC-Patienten gegenüber der Lymphozyten gesunder Spender. Hier stellte sich 
kein Unterschied bezüglich ihres Aktivierungsstatus dar.  
Auch der Anteil an Makrophagen (CD68+) unter den PBMC gesunder Spender und PDAC-Patienten 
war nahezu identisch. Bei der weiteren Charakterisierung anhand der Expression von CD14, CD16 
und HLA-DR offenbarten sich geringe Unterschiede der Verteilung. So waren der Anteil an CD14+ 
Zellen und CD11b+ Zellen unter den CD68+ Zellen von PDAC-Patienten erhöht gegenüber den CD68+ 
Zellen von gesunden Spendern. Dahingegen wurden minimal mehr M2-polarisierte CD16+ 
Makrophagen unter den CD68+ Zellen gesunder Spender gefunden.  
Abschießend ergab die Analyse von B- und NK-Zellen, dass beide Zellpopulationen tendenziell 
vermehrt im Blut von PDAC-Patienten auftreten.  
So lässt sich im Überblick sagen, dass bei diesem kleinen Kollektiv distinkte Unterschiede in der 
Zusammensetzung sowie des Aktivierungsstatus von PBMC bei gesunden Spendern und PDAC-
Patienten detektierbar sind. 
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5 Diskussion  
 
Nach wie vor gibt es keine zufriedenstellende frühe Diagnostik und effektive Therapie des PDAC. 
Mangelnde Vorsorgeuntersuchungen in Kombination mit unspezifischen bzw. fehlenden 
Frühsymptomen bei fortgeschrittenem Krankheitsstadium und häufig bereits erfolgter 
Metastasierung lassen meist nur noch eine palliative Behandlung zu. Die suffiziente Therapie wird 
zudem durch eine ausgeprägte Resistenz gegen Chemotherapeutika erschwert. Gemcitabin wird 
zwar als Standardtherapeutikum in der Behandlung des PDAC eingesetzt, ermöglicht aber nur eine 
geringe Verlängerung der Überlebenszeit und nimmt auf das Beschwerdebild kaum Einfluss. So stellt 
das PDAC auch heute noch eine infauste Prognose dar. Eine Besserung der Situation soll durch 
neuartige Diagnose- und Therapieverfahren erreicht werden. Ansatzpunkte bieten hierfür u.a. EMT, 
Tumorstroma, Immunzellen und ihre diversen Wechselwirkungen untereinander über Zytokine bzw. 
Chemokine.  
Diese Arbeit sollte einen Beitrag dazu leisten, den Einfluss von PBMC auf das duktale 
Pankreasgangepithel zu untersuchen, um ein besseres Verständnis über die anfänglichen 
Veränderungen in der pankreatischen Tumorgenese zu erhalten. Zur Untersuchung der frühen 
Tumorigenese wurde die benigne Pankreasgangepithelzelllinie HPDE6c7 gewählt. Nach direkter Co-
Kultur der Zelllinie mit PBMC aus dem Blut gesunder Spender und von PDAC-Patienten wurden die 
HPDE6c7-Zellen hinsichtlich Tumor-assoziierter Veränderungen im EMT-Status und im Ansprechen 
auf Apoptosestimuli untersucht. Unter allen Co-Kulturbedingungen zeigte sich eine mehr oder 
weniger stark ausgeprägte Induktion von EMT in den Epithelzellen. Dabei fielen unterschiedliche 
Effekte durch die PBMC gesunder Spender und von PDAC-Patienten auf die EMT-Markerexpression 
auf (diskutiert in Kapitel 5.1). Weiterhin wies der Apoptoseassay auf eine herabgesetzte Sensibilität 
der HPDE6c7-Zellen, die mit PBMC von PDAC-Patienten cokultiviert wurden, gegenüber Gemcitabin 
hin (diskutiert in Kapitel 5.2). Dabei werden die Ergebnisse in Hinblick auf die phänotypischen 
Unterschiede der PBMC gesunder und von PDAC-Patienten betrachtet.  
Insgesamt untermauern die in der vorgelegten Arbeit präsentierten Ergebnisse die Hypothese, dass 
das Tumorstroma und die dort angereicherten Immunzellen nicht nur eine immunmodulatorische 
Komponente während der Tumorigenese sind, sondern vielmehr direkten Einfluss auf die 
Epithelzellen und damit auf die Entwicklung epithelialer Tumore einnehmen. Therapiekonzepte, die 
auf neusten Erkenntnissen basieren, werden in Kapitel 5.3 vorgestellt und diskutiert.  
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5.1 Einfluss von PBMC auf die EMT in Pankreasgangepithelzellen 
 
Im Pankreasgewebe hat die zeitliche Fluktuation der Anreicherung der unterschiedlichen 
Zellpopulationen (T-Zellen, Makrophagen, Myofibroblasten etc.) sowie deren Zusammensetzung und 
Verteilung im stromalen Kompartiment der CP und des PDAC [73] einen nicht unerheblichen und 
variablen Einfluss auf den EMT-Prozess während der Tumorgenese. CD4+ T-Zellen und Makrophagen 
dominieren das Geschehen im Gewebestroma der CP. Im PDAC-Gewebe hingegen sind vor allem 
Myofibroblasten und Treg präsent, die den Hauptpromotor der EMT in späteren Stadien darstellen 
[70, 73, 123].  
Nach Co-Kultur der HPDE6c7-Zellen mit PBMC gesunder Spender und von PDAC-Patienten konnten in 
dieser Arbeit EMT-typische Veränderungen der Epithelzellen beobachtet werden, wie bei 
Betrachtung der Co-Kulturen unter dem Lichtmikroskop zu sehen war. Die Annahme einer 
spindelförmigen Morphologie der HPDE6c7-Zellen unter Co-Kultur stach gegenüber der Mono-Kultur 
hervor. In der folgenden rtPCR überwog eine Erhöhung der mesenchymalen Marker (L1CAM, 
Vimentin und TGF-ß-1) in den co-kultivierten epithelialen Zellen. Dabei zeigten sich Differenzen 
zwischen den vermittelten Effekten beider PBMC-Kollektive. In Gegenwart von PBMC gesunder 
Spender wurde in den HPDE6c7-Zellen vornehmlich eine Induktion von L1CAM und Vimentin 
beobachtet, während die TGF-ß-1- und E-Cadherin-Expression vermindert erschienen. Nach Co-
Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten hingegen erfolgte eine gesteigerte TGF-ß-1- und Vimentin-
Expression. Die L1CAM-Expression blieb nahezu unverändert, während gleichzeitig eine 
Expressionszunahme von E-Cadherin nachgewiesen wurde.  
Da nicht immer alle Ereignisse während der EMT eine strenge Abfolge einhalten, ist ein 
Nebeneinander von epithelialen und mesenchymalen Charakteristika durchaus möglich. Dies 
offenbarte sich auch in in situ Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe. Bereits in PanINs der CP geht 
die E-Cadherin-Expression verloren, während die Expression von Vimentin und L1CAM, welche beide 
im normalen Pankreasdukt fehlen, erhöht exprimiert wird [74, 137]. Die Veränderungen dieser 
Marker konnten nicht immer gleichzeitig in demselben PanIN nachgewiesen werden [137]. Auch hier 
wurden mesenchymale Proteine detektiert, während die E-Cadherin-Expression noch erhalten war 
und umgekehrt [137].  
Weiterhin wurden in dieser Arbeit im Westernblot verschiedene Effekte in Gegenwart von PBMC von 
gesunden Spendern und PDAC-Patienten beobachtet. So wies der epitheliale Marker E-Cadherin 
unter Co-Kultur mit den PBMC gesunder Spender eine Expressionszunahme auf, während sich unter 
Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten keine Expressionsveränderung darbot. Eine Induktion 
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unterschiedlichen Ausmaßes der mesenchymalen Marker L1CAM und Vimentin zeigte sich in den Co-
Kulturen sowohl mit PBMC gesunder Spender als auch mit den PBMC von PDAC-Patienten. Somit 
sind zwar gewisse Diskrepanzen in der Ausprägung der Expressionsveränderungen der EMT-Marker 
in den HPDE6c7-Zellen unter Co-Kultur mit PBMC gesunder und PDAC-Patienten auf RNA- und 
Proteinebene zu verzeichnen, jedoch stellt sich bei allen Versuchen (auch in Zusammenschau mit den 
morphologischen Veränderungen) ein vorwiegend EMT-fördernder Einfluss der PBMC auf die 
HPDE6c7-Zellen dar. Dabei muss der geringe Umfang von jeweils 5 Proben von gesunden Spendern 
sowie von PDAC-Patienten beachtet werden. Dies stellt ein sehr kleines Kollektiv dar. Daneben 
wurden tiefgehende Analysen der Signalwege in den verschiedenen Zellpopulationen (z.B. NF-κB) 
bzw. die Interaktion der Zellen durch diverse Zytokine (z.B. IL-10) sowie weitere funktionelle 
Analysen, die das Migrations-und Invasionsvermögen untersuchen, aufgrund des limitierten 
Zellmaterials nicht durchgeführt. Diese sind jedoch als weiterführende Untersuchungen geplant. Die 
Ergebnisse dieser Arbeit dienen daher als Anhaltspunkt und werden unterstützt bzw. ergänzt durch 
diverse Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe [70, 73, 123, 129, 137, 138].  
In der Zusammenschau mit der durchflusszytometrischen Analyse und Charakterisierung der PBMC 
ergeben sich Hinweise darauf, welche Zellen des PBMC-Kollektivs Promotoren und Unterstützer der 
beobachteten mesenchymalen Veränderungen in den pankreatischen Gangepithelzellen verkörpern 
könnten. Die meisten Tumor-assoziierten Immunzellen sind immunsuppressiv. Ihre Anwesenheit 
dient dem Tumor als immuner escape-Mechanismus, der das Überleben von prä-/neoplastischen 
Zellen ermöglicht und somit die Tumorgenese fördert [139-141]. Neben dieser immunologischen 
Funktion steuern Immunzellen zur Initiierung und Progression von Tumoren durch Erleichterung von 
Angiogenese sowie Migration und Metastasierung bei [73, 139, 140]. 
In der Analyse der T-Zellen fielen in dieser Arbeit anhand der Charakterisierung der verschiedenen 
Subtypen (CD3+, CD4+ und CD8+) keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden PBMC-
Kollektiven auf. In der Literatur sind Ergebnisse zu finden, die ex vivio eine höhere CD4+ bzw. CD8+ T-
Zell-Reaktivität (mehr als 50%) von PDAC-Patienten gegenüber Patienten mit anderen Krebsentitäten 
(25-60%) zeigen [142-146]. Die Befunde deuten darauf hin, dass PDAC-Patienten zwar durchaus 
Effektorzellen haben, die potentiell Tumorreaktiv sind, diese im Tumor/Patienten jedoch nicht 
funktionell sind. Ursächlich hierfür ist das immunsuppressive Milieu des PDAC. So wird eine hohe T-
Zell-Antwort im Knochenmark durch Antigene ausgelöst, jedoch unterbleibt im Primärtumor die 
Aktivierung der T-Zellen [139]. Zur Ausbildung des immun-suppressiven Tumormilieus tragen 
vorwiegend Treg durch die Sekretion inhibitorischer Zytokine wie z.B. TGF-ß-1 oder IL-10 bei [139, 
147]. 
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Treg stellen zweifellos die am besten charakterisierten immunsuppressive Subpopulation der CD4+ T-
Zellen dar. Dabei repräsentieren sie nur einen sehr kleinen Anteil unter den CD4+ T-Zellen und 
dennoch werden sie bisweilen als die potentesten Inhibitoren der Antitumorimmunität angesehen. 
Sie inhibieren die Aktivität von CD4+ und CD8+ als auch von NK-Zellen und unterstützen EMT bzw. 
PDAC-Progression in späten Phasen [137]. Ungeachtet dessen ließen sich in dieser Arbeit keine 
signifikanten Veränderungen in der CD25+/CD4+ Treg-Anreicherung oder deren Aktivierungsstatus 
im Blut von PDAC-Patienten gegenüber gesunder Spender wahrnehmen.  
In der Arbeit von Grage-Griebenow et al., in der in einem größeren Umfang Blutproben von 22 PDAC-
Patienten und 22 gesunden Spendern charakterisiert wurden [138], konnte eine vermehrte 
CD4+CD25+ T-Zell Anreicherung im Blut von PDAC-Patienten gegenüber gesunden Spendern 
dokumentiert werden. Dies deckt sich mit weiteren Publikationen [125, 130, 146, 149]. Zur 
genaueren Identifizierung von Treg wird in diesen Studien der konstitutiv exprimierte 
Transkriptionsfaktor FoxP3 benutzt [101, 125, 148, 150]. Die Arbeitsgruppe um Kleinewietfeld et al. 
etablierte ferner eine Identifikation von Treg über die Charakterisierung eines CD4+CD25+CD127-
CD49d- Phänotyps, der eine bessere Abgrenzung gegenüber CD4+ T-Effektorzellen für funktionelle 
Analysen ermöglicht [151]. Bis dato konnte in Versuchen nicht ausgeschlossen werden, dass EMT-
Effekte, die unter Co-Kultur mit CD4+CD25+ Treg beobachtet wurden, nicht eventuell durch 
Verunreinigung von aktivierten CD4+ T-Effektorzellen, die ebenfalls CD25 exprimieren können, 
resultierten. Anhand dieser Diskriminierung konnte die Arbeitsgruppe um Kleinewietfeld eine 
grenzwertig erhöhte Anreicherung von CD4+CD25+CD127-CD49d- Treg im Blut von PDAC-Patienten 
gegenüber gesunder Kontrollen zeigen [151]. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe bestätigten 
dies [138]. Weiterhin konnte eine leichte Erhöhung von CD4+CD25+ bzw. CD4+CD25+CD127-CD49d- 
Treg im PDAC-Gewebe gegenüber CP-Gewebe aufgedeckt werden [138]. Neben dieser Treg-
Anreicherung konnten aber vor allem CD4+CD25- T-Zellen in hohen Zahlen in der CP und in etwas 
geringerer Ausprägung im PDAC nachgewiesen werden [137].  
Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Verteilung von PBMC in der Blutzirkulation von gesunden 
Spendern bzw. PDAC-Patienten sich nicht zwangsweise unterscheiden muss, damit es zu Differenzen 
in der Anreicherung der Immunzellen im Pankreasgewebe kommt. So wäre die physiologische 
Zusammensetzung des Immuninfiltrats der Gewebe für eine exakte funktionelle Analyse der Co-
Kulturen wünschenswert, doch ist dies nicht umsetzbar. Gewebeproben von gesunden Spendern sind 
ethisch nicht vertretbar und das aus Operationen gewonnene Material fällt nur gering aus. So 
wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen des aus Blut isolierten PBMC-Kollektivs auf die HPDE6c7-
Zellen sowie wie mögliche Mechanismen ihrer Anreicherung untersucht. Der Auftrennung der Treg 
für eine funktionelle Untersuchung kam hierbei keine Relevanz zu.  
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Die vergleichende Analyse von aktivierten T-Effektorzellen und CD4+CD25+CD127-CD49d- Treg durch 
Goebel et. al enthüllte jedoch ein aufschlussreiches Ergebnis [137], das auch für diese Arbeit relevant 
sein kann. T-Effektorzellen wurde eine außerordentliche und bisher nicht betrachtete Rolle in der 
Induktion der EMT im Pankreasgangepithel/Karzinomzellen nachgewiesen [137]. So zeigten 
HPDE6c7-Zellen nach Co-Kultur sowohl mit aktivierten CD4+ T-Effektorzellen als auch mit 
CD4+CD25+CD127-CD49d- Treg EMT-assoziierte Alterationen wie Annahme eines spindelförmigen 
Phänotypes, eine erhöhte Expression der mesenchymalen Proteine Vimentin und L1CAM sowie eine 
reduzierte Expression von E-Cadherin einhergehend mit einem verstärktem invasiven Verhalten 
[137]. Dabei stellten sich diese Veränderungen unter Co-Kultur mit T-Effektorzellen sogar 
ausgeprägter dar [137]. Die ergänzende immunhistochemische Untersuchung des duktalen 
Pankreasepithels der CP zeigte darüber hinaus EMT-assoziierte Alterationen vor allem in der Nähe 
eines Stromas mit einer CD4+ T-Zell Anreicherung [137].  
Einen zusätzlichen Hinweis für einen protumorigenen Effekt der CD4+ T-Zellen lieferte die 
Arbeitsgruppe Zhang et al. [152]. Sie demonstrierten, dass es in CD4+ T-Zell-abladierten Mäusen nach 
induzierter Pankreatitis zwar zur Entwicklung von PanIN kommt, diese allerdings keine Proliferation 
und Fortschreiten präsentieren, sondern vielmehr durch massive Apoptose aus dem Gewebe 
entfernt werden [152]. Weiterhin zeigte die Gruppe, dass inhibitorische CD4+ T-Zellen eine CD8+ T-
Zell gesteuerte Antitumorantwort, die die PDAC-Karzinogenese verhindern könnte, inhibieren [152]. 
Dies unterstreicht die Bedeutung von CD4+ T-Zellen in der pankreatischen Tumorgenese.  
Ferner wird in neusten Studien ein neuartiger Treg-Subtyp beschrieben, der sich durch eine erhöhte 
CD69-Expression auszeichnet. CD69 galt bisher vornehmlich als Leukozytenaktivierungsmarker. 
Neuerdings wird ihm jedoch auch eine immunregulatorische Funktion zugesprochen. 
Interessanterweise zeigte sich bei der Betrachtung des Aktivierungsmarker CD69 in dieser Arbeit 
unter den CD4+ T-Zellen eine deutliche Erhöhung unter den PBMC von PDAC-Patienten gegenüber 
derer gesunder Spender. In einer Mausstudie wurde dieser alternative CD4+CD25-CD69+ T-Zell-
Subtyp mit einem FoxP3-negativen Phänotyp beschrieben. Dennoch präsentierte er in Treg-ähnlicher 
Weise eine erhöhte Sekretion von IL-10 bzw. TGF-ß-1 und inhibierte die Proliferation von T-
Effektorzellen [107, 138]. Auch unsere Arbeitsgruppe stieß auf diesen regulatorischen CD4+CD25-
CD69+ T-Zell-Typ, der bei der Charakterisierung von T-Zellen durch eine Anreicherung in dem Blut 
und Tumor-Gewebe von PDAC-Patienten auffiel [129]. Weiterführende Untersuchungen bestätigten 
einen regulatorischen Phänotyp. CD4+CD25-CD69+ T-Zellen stellen somit potente 
Immunsuppressoren dar [129, 138].  
Eine Assoziation zwischen der Akkumulation von CD4+CD25-CD69+ T-Zellen und nodaler Invasion 
bzw. höheren Tumorgraden sowie maligner Progression in PDAC-Patienten konnte gezeigt werden 
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[129, 138]. Daneben korreliert die Anreicherung der „klassischen“ Tregpopulation (CD4+CD25+ oder 
CD4+FoxP3+ Treg) in diversen Tumoren sowie im Blut und Tumorgewebe von PDAC-Patienten 
ebenfalls mit einer schlechten Prognose [125, 126, 130, 146]. 
So ist der Mechanismus der Akquirierung dieser immunsuppressiven Zellen in das PDAC-Stroma von 
großer Bedeutung. In diesem Zusammenhang rückt vor allem das Adhäsionsmolekül L1CAM in den 
Fokus. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe weisen auf ein Zusammenspiel von L1CAM mit 
unterschiedlichen Entzündungszellen hin. So konnte nachgewiesen werden, dass neben 
pankreatischen Myofibroblasten auch Makrophagen sowie CD4+ T-Effektorzellen potente Induktoren 
von L1CAM sowie EMT-assoziierter Veränderungen sind [73, 129, 137, 138]. Weiterhin fördert eine 
erhöhte Expression von L1CAM im Gangepithel die Migration bzw. Infiltration von CD4+CD25+CD127-
CD49d- Treg in das Pankreas und beeinträchtigt die Proliferation von CD4+ T-Effektorzellen [138]. 
Ferner unterstützt L1CAM die Generation von immunsuppressiven CD4+CD25-CD69+ T-Zellen durch 
eine Verringerung der CD25- sowie Erhöhung der CD69-Expression in CD4+ T-Effektorzellen [129, 
138]. In Anwesenheit von L1CAM nehmen CD4+ T-Zellen somit einen immunsuppressiven Phänotyp 
an [138]. In dieser Arbeit konnte eine L1CAM-Expressionszunahme in den HPDE6c7-Zellen unter Co-
Kultur mit PBMC gesunder Patienten festgestellt werden. Nach Co-Kultur der HPDE6c7-Zellen der 
PBMC von PDAC-Patienten dominierte hingegen eine vermehrte TGF-ß-1-Expression. TGF-ß-1 trägt 
ebenfalls zur Akkumulation von immunsuppressiven Zellen z.B. durch Konversion von 
konventionellen T-Zellen zu Treg bei [102]. Darüberhinaus nimmt TGF-ß Einfluss auf den Phänotyp 
von Makrophagen [119]. Diese tragen zusammen mit Treg, Tumorzellen sowie anderen stromalen 
Zellen wiederrum zu einer erhöhten TGF-ß-1 Konzentration in CP und PDAC bei [103, 104]. 
Die Verteilung der CD68+ Makrophagen im Blut von PBMC gesunder Spender und von PDAC-
Patienten erwies sich in dieser Arbeit als nahezu identisch. Bei der weiteren Charakterisierung 
anhand von allgemeinen Makrophagenmarkern, CD14 bzw. CD11b, zeigte sich eine geringe 
Anreicherung in den PBMC von PDAC-Patienten gegenüber gesunden Spendern. Die Einteilung der 
Makrophagen in M1-(HLA-DR+/CD68+)- bzw. M2-(CD16+/CD68+)-polarisierte Makrophagen zeigte 
eine minimale Anreicherung des M2-Markers unter PBMC gesunder Spender. Signifikante 
Unterschiede ließen sich nicht darstellen.  
Die Wichtigkeit der Bestimmung beider Makrophagen-Marker ergibt sich aus den Untersuchungen 
von Helm et al. [123]. So zeigte sich im Rahmen einer ausführlichen immunhistochemischen 
Untersuchung von Pankreasgewebe von CP- und PDAC-Patienten, dass sich Makrophagen M1- und 
M2- Charakteristika entgegen bisheriger Annahme teilen. Dementsprechend kommt es auch im 
PDAC-Gewebe zur Anreicherung eines gemischten Makrophagen-Typs [123]. TAM besitzen somit 
sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften und repräsentieren potente Induktoren von 
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EMT in prämalignen und malignen Pankreasgangepithelzellen [73, 123]. Sie tragen außerdem zu 
einer erhöhten TGF-ß-1 Produktion bei. So wirkte sich möglicherweise in dieser Arbeit bereits die 
dezente Anreicherung von CD11b+ bzw. CD14+ unter den CD68+ Makrophagen der PBMC von PDAC-
Patienten auf den Erwerb der EMT-assoziierten Veränderungen in den HPDE6c7-Zellen aus.  
In dieser Arbeit demonstrierten PBMC unabhängig von ihrer Herkunft (Blut gesunder Spender bzw. 
von PDAC-Patienten) eine EMT-fördernde Wirkung unterschiedlicher Ausprägung auf die HPDE6c7-
Zellen. In der Zusammenschau mit Ergebnissen anderer Publikationen u.a. von unserer Arbeitsgruppe 
mehren sich die Hinweise, dass CD4+ T-Zellen, darunter CD69+CD4+ T-Zellen eine zunehmend 
wichtige Rolle neben den bisher bekannten Hauptpromotoren wie Myofibroblasten, Treg und 
Makrophagen in der PDAC-Entwicklung eingeräumt werden muss. Aktivierte CD4+ T-Zellen stellen 
offenbar potente Induktoren der EMT dar und erhöhen darüber die Zellinvasivität in prämalignen 
und malignen epithelialen Pankreasgangzellen. Dies könnte ein wichtiger Mechanismus sein, über 
den CD4+ T-Zellen bereits sehr früh in der Entstehung eines PDAC einen tumorfördernden Einfluss 
auf das Gangepithel ausüben [137]. 
 
5.2 Einfluss von PBMC auf Apoptoseverhalten und Chemoresistenz 
in Pankreasgangepithelzellen  
 
Gemcitabin gilt als leitliniengerechte Therapie des PDAC. Allerdings sind die Auswirkungen auf 
Symptome sowie Tumorlast aufgrund ausgeprägter Chemoresistenz gering. Eine verbesserte 
Therapie des PDAC fordert daher ein verbessertes Verständnis der vielfältigen Prozesse, mit welchen 
Tumoren chemoresistent werden, um Strategien zu entwickeln, diese Resistenz zu überwinden. 
Mechanismen, die zur Chemoresistenz in PDAC-Zellen beitragen, beinhalten aberrante Gen-
Expressionen, Mutationen, Deregulation von Schlüsselsignalwegen, EMT sowie die Präsenz 
hochresistenter Krebsstammzellen [94]. In dieser Arbeit wurde vornehmlich die ausgeprägte 
Chemoresistenz im Zusammenhang mit EMT analysiert. EMT ist nachweislich mit einem 
verminderten Überleben im PDAC assoziiert [82].  
Die Apoptosensitivität wurde in dieser Arbeit mittels M30 Assay detektiert. In Gegenwart von PBMC 
gesunder Spender konnte eine deutliche (knapp nicht signifikante (p=0,056)) Erhöhung der 
Konzentration des Zytokeratin-18-Neoepitops nach Stimulation mit Gemcitabin gegenüber der 
monokultivierten HPDE6c7-Zellen beobachtet werden (mono: 1,67 / co PBMCGes: 2,50). Im Gegensatz 
dazu wurde in Überständen von HPDE6c7-Zellen nach Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten eine 
geringere Konzentration des Neoepitops gegenüber der monokultivierten HPDE6c7-Zellen detektiert 
  5 Diskussion 
62 
 
(mo: 2,50/co PBMCPDAC 2,23). PBMC gesunder Spender und von PDAC-Patienten haben daher 
offenbar einen unterschiedlichen Einfluss auf das Apoptoseverhalten und die Sensitivität gegenüber 
Gemcitabin. Es stellt sich die Frage, welcher Mechanismus zu der gesteigerten Apoptoseresistenz in 
den HPDE6c7-Zellen nach Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten beiträgt.  
So zeigten sich die Treg, die bekanntermaßen zu Chemoresistenz beitragen, in ihrer Gesamtzellzahl 
unter den PBMC von PDAC-Patienten kaum erhöht. Vermehrt wurden CD69+ sowie CD45RO+ CD4+ 
T-Zellen unter den PBMC von PDAC-Patienten gefunden. Auch die Makrophagen wiesen anhand der 
Charakterisierung von CD11b und CD14 eine leichte Erhöhung unter den PBMC von PDAC-Patienten 
auf. Weiterhin manifestierte sich in der Analyse der B- und NK-Zellen eine tendenziell gesteigerte 
Anreicherung unter den PBMC aus dem Blut von PDAC-Patienten gegenüber gesunder Spender. 
 Es ist bisher wenig bekannt über die Verteilung von NK-und B-Zellen sowie deren Einfluss auf EMT 
bzw. Chemoresistenz im PDAC. Eine reduzierte NK-Zellzahl wird in der Literatur mit 
fortgeschrittenem Krankheitsstadium [153], eine NK-Zellanreicherung mit einem verbesserten 
Überleben assoziiert [154]. Die Rolle der B-Zellen in der Tumorprogression ist nicht eindeutig geklärt. 
Es konnte gezeigt werden, dass sich in Abwesenheit von B-Zellen eine verstärkte T-Zell-
Antitumorantwort etabliert. Darüberhinaus konnte ein Zusammenhang zwischen Proliferation von 
Treg und B-Zell-Infiltration hergestellt sowie ein Einfluss von B-Zellen auf die TAM-Funktion 
verzeichnet werden [155]. B-Zellen weisen ein komplexes Zusammenspiel mit anderen Immunzellen 
auf und sind möglicherweise ein wichtiger Mitspieler, der an der Entwicklung von EMT sowie 
Ausbildung einer Chemoresistenz beteiligt ist.  
Es ist bekannt, dass eine Gemcitabinresistenz in PDAC-Zellen mit der Ausbildung eines aggressiveren 
und invasiveren Phänotypes einhergeht [61, 80]. Arumugam et al. zeigten, dass PDAC-Ziellinien mit 
EMT-Charakteristika resistent gegenüber konventioneller Chemotherapie (Gemcitabin, 5-FU, 
Cisplatin) sind [54]. Ein zentraler Mechanismus der EMT stellt der Verlust des epithelialen Markers 
E-Cadherin dar. So zeigen chemosensitive Pankreaszelllinien eine starke E-Cadherin-Expression, 
während resistente Pankreaszelllinien eine hohe Expression der mesenchymalen Marker Vimentin 
und ZEB-1 aufweisen [61, 80]. Bei der immunhistochemischen Färbung von chirurgisch reseziertem 
PDAC-Gewebe konnte eine erhöhte Vimentin- bzw. eine verringerte E-Cadherin-Expression mit 
vermindertem Überleben korreliert werden [82]. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Stilllegung des 
transkriptionellen Repressors von E-Cadherin, ZEB-1, in mesenchymalen Zelllinien nicht nur zu einer 
verstärkten E-Cadherin-Reexpression, sondern auch zur Hochregulation anderer epithelialer Marker 
und einer wieder hergestellten Chemosensitivität führt [54].  
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In dieser Arbeit fiel bei Betrachtung des epithelialen Markers nach Co-Kultur mit PBMC gesunder 
Spender eine verringerte Expression auf, während nach Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten 
eine verstärkte E-Cadherin Expression zu verzeichnen war. Weiterhin wurde eine ausgeprägte 
Expression des mesenchymalen Markers Vimentin unter Co-Kultur mit PBMC gesunder Spender 
gefunden, jedoch weniger ausgeprägt nach Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten. So kann in den 
HPDE6c7-Zellen nach Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten bzw. gesunder Spender zwischen der 
Expression dieser EMT-Marker und dem Apoptoseverhalten nach Gemcitabinbehandlung kein 
eindeutiger Zusammenhang hergestellt werden. 
Entsprechend der parallelen Hochregulation mesenchymaler Marker im Rahmen der EMT wies 
L1CAM auf mRNA-Ebene ein ähnliches Expressionsmuster wie Vimentin auf [156]. Unsere 
Arbeitsgruppe demonstrierte bereits den Zusammenhang einer gesteigerten L1CAM-Expression mit 
einer Verstärkung der Tumorigenität, Invasivität, und Apoptoseresistenz von Epithel- bzw. 
Karzinomzellen während der Tumorprogression [70, 71, 123, 157]. Auch in in vivo Untersuchungen 
zeigte sich, dass L1CAM-überexprimierende HPDE6c7-Zellen eine erhöhte Tumorigenität und ein 
höheres Metastasierungspotential gegenüber der Kontrollzellen besitzen [76]. In dieser Arbeit 
konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen Apoptoseschutz / Chemoresistenz und einer 
gesteigerten L1CAM-Expression hergestellt werden, was der kleinen Größe bzw. der Heterogenität 
des Patienten- bzw. Probandenkollektivs geschuldet sein mag.  
Im Gegensatz dazu zeigte TGF-ß-1 eine Expressionsverstärkung unter den HPDE6c7-Zellen, die mit 
PBMC von PDAC-Patienten co-kultiviert wurden und eine verstärkte Chemoresistenz aufwiesen. In 
der Literatur werden hohe TGF-ß-Spiegel mit einer Therapieresistenz assoziiert [110, 158]. Dazu trägt 
unter anderem seine profibrotische Eigenschaft bei [159], die u.a. ein mechanisches Hindernis für die 
Medikamentenzufuhr etabliert. Radio- und Chemotherapie induzieren und fördern ihrerseits 
wiederum TGF-ß-1-Aktivität und Metastasierung [159].  
Daneben hängt die Ausbildung von Chemoresistenz vieler Tumore von der konstitutiven Aktivierung 
des Transkriptionsfaktors NF-κB ab, der in dieser Arbeit nicht Untersuchungsgegenstand war. 
Verschiedenste Studien zeigen, dass dessen konstitutive Aktivierung in diversen Tumorentitäten, so 
auch im PDAC, mit Apoptose- und Chemoresistenz sowie einem malignen Phänotyp assoziiert ist 
[160-163]. Für die Aktivierung von NF-κB sowie der Vermittlung von Chemoresistenz scheint IL-1ß 
unentbehrlich [162, 164-166]. Die Inhibition von NF-κB mittels IL-1ß-Signaltransduktion verstärkt 
signifikant die Sensitivität von PDAC-Zellen gegenüber Chemotherapie in vitro und in vivo [162, 167]. 
Darüber hinaus stellt IL-1β den Link zwischen NF-κB und dem Adhäsionsmolekül L1CAM her. IL-1ß ist 
ein Induktor von L1CAM [166]. L1CAM wiederrum fördert in einem Integrinabhängigen Prozess die 
Hochregulation der IL-1β-Expression in PDAC-Zellen [166] und verstärkt so ebenfalls die NF-κB-
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Aktivierung [156]. Dies resultiert über vielfältige Wege in verstärkter Invasivität, Motilität [156] und 
Chemoresistenz der Zellen.  
Zusammenfassend ist folgendes Szenario in vivo bzw. im Patienten unter der Mitwirkung 
verschiedenster Stromazellen denkbar, worüber das Stroma zur Ausbildung von EMT und 
Chemoresistenz im PDAC beiträgt. Während einer pankreatischen Inflammation unterschiedlicher 
Genese (CP, altersbedingt, alkoholinduziert) kommt es durch infiltrierende CD4+ T-Effektorzellen 
über TNF-α und IL-6-Sekretion zusammen mit einem Anstieg der L1CAM-Expression zur 
Manifestation von EMT und Chemoresistenz in den duktalen Epithelzellen [137]. L1CAM wiederum 
verringert die Proliferation von T-Effektorzellen und unterstützt gleichzeitig die Anreicherung der 
verschiedenen Treg-Subtypen, die zu einer immunsuppressiven Mikroumgebung durch TGF-ß-1-
Sekretion beitragen. Neben immunregulatorischer Funktionen unterstützt TGF-ß-1 über EMT sowie 
gesteigerter Chemoresistenz die PDAC-Initiation bzw. –progression und trägt zur weiteren Treg-
Anreicherung bei.  
5.3 Neue Möglichkeiten der PDAC-Therapie  
 
Die aktuellen Behandlungsstandards des PDACs stellen keine zufriedenstellende Therapieoption dar. 
Erkenntnisse aus Untersuchungen neuer potentieller Ziele (Tumor-assoziiertes Stroma, 
Immunsystem) können Ansätze liefern, die Hemmung der Tumorprogression-unterstützenden 
Inflammation oder die Modulation des protektiven fibrotischen Stromas zu erreichen [87]. So können 
Immunzellen selbst als Zielstruktur dienen. Die Immuntherapie solider Tumoren stellt allerdings eine 
große Herausforderung dar. Im PDAC erweisen sich vor allem ausgeprägte Toleranzmechanismen 
seitens der Tumorzellen sowie die Ausbildung eines immunsuppressiven Milieus, zu der eine erhöhte 
Treg-Zahl [125, 130, 133, 168] und verstärkte Expression regulatorischer Moleküle beitragen [169], 
als Hürde in der Aktivierung einer Tumorspezifischen Immunantwort [168].  
Erste Studien mit Treg als Zielstruktur sind gescheitert, was u.a. durch die unvollständige 
Eliminierung bedingt durch die Vielfalt von akkumulierten Treg erklärt werden kann [108]. So wurde 
der erst kürzlich identifizierte CD4+CD25-CD69+FoxP3- T-Zellsubtyp in diesen Studien nicht erfasst, 
die ursächlichen Mechanismen der Anreicherung (z.B. erhöhte L1CAM-Expression) nicht behoben 
oder die Konversion von T-Zellen in Treg nicht verhindert [108]. Neuste Therapieansätze visieren 
daher regulatorische Moleküle, sogenannte Immuncheckpoints, an. Diese dämmen die 
Antitumorimmunität der T-Zellen ein [170-173]. Dazu zählen die inhibitorischen 
Lymphozytenrezeptoren wie programmed cell death protein 1 (PD-1) und cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen 4 (CTLA-4). Eine CTLA-4-Expression wird auf T-Effektorzellen, aber insbesondere 
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auf Treg gefunden [174]. So führt die CTLA-4-Blockade in murinen Tumormodellen zu einer Inhibition 
der negativen Signale in T-Effektorzellen und einer Elimination bzw. Depletion der Treg [175-177]. 
Monoklonale Antikörper, die PD-1 bzw. dessen Ligand PD-L1 oder CTLA-4 blockieren, induzieren so 
eine T-Zell abhängige Tumorregression in vielen experimentellen Systemen [172, 173]. Auch in 
klinischen Studien konnten erstaunliche Tumorregressionen in diversen Tumorentitäten, primär 
jedoch in immunogenen Tumoren wie dem Malignen Melanom beobachtet werden [178-185]. Als 
Monotherapie des metastasierten und fortgeschrittenen PDACs blieben die Erfolge bisher jedoch aus 
[186-189]. Kombinatorische Strategien (anti-CTLA-4 oder anti-PD1 plus Chemotherapeutika) zeigten 
im fortgeschrittenen Malignen Melanom ein verbessertes Ansprechen [190].  
Dieser Erfolg ließ sich allerdings nicht auf den Großteil der Patienten anderer Tumorentitäten 
übertragen [190]. Das PDAC unterschiedet sich zu hoch immunogenen Tumoren durch eine deutlich 
geringere Tumorinfiltration von CD8+ T-Zellen [125, 131, 191, 192] und ein ausgeprägtes Stroma mit 
immunsuppressiv wirkenden Myofibroblasten. Dabei deuten verschiedene Studien im PDAC-
Mausmodell auf eine ausgeprägte Sensitivität der PDAC-Tumoren gegenüber der T-Zell-Zytotoxizität 
hin [193]. Allerdings wird eine verminderte immune Erkennung bzw. eine schwache Induktion der T-
Zell-Immunität für ein Versagen der Immuncheckpoint Therapien verantwortlich gemacht. Aus einem 
weiteren Grund könnte sich die CLTA-4-Blockade schwierig gestalten. Denn neben einer Depletion 
von Treg führt sie zu einer Stimulation von T-Effektorzellen. Wie Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, 
gelten T-Effektorzellen als potente EMT-Induktoren und könnten darüber entscheidend zur PDAC-
Tumorprogression beitragen [137]. Ein überwiegen dieses protumorgenen Effektes gegenüber der 
Ausschaltung des immunsuppressiven Einflusses würde folglich die Tumorprogression eher 
beschleunigen als hemmen.  
Makrophagen, die den Großteil des PDAC-Immuninfiltrats darstellen, bieten sich ebenfalls als 
Zielzellen an. In einer Studie konnten vereinzelte klinische Antworten auf die kombinatorische 
Therapie eines CD40-Agonisten und Gemcitabin in PDAC-Patienten beobachtet werden [194]. CD40 
diente dabei der Stimulation zur Entwicklung eines proinflammatorischen M1-Phänotyps. Es zeigte 
sich eine Tumorinfiltration mit CD40-aktivierten Makrophagen, die zur Depletion des Tumorstromas 
führte [194, 195]. Allerdings wies die Makrophagenpolarisierung kein Vorteil für das Überleben der 
Patienten gegenüber einer Monotherapie mit Gemcitabin auf. Neueste Therapieansätze zielen daher 
auf die komplette Elimination des M1- und M2-Makrophagenmischtypes ab. Das bereits in der 
Therapie des Sarkoms eingesetzte Chemotherapeutikum Trabectedin wirkt z.B. durch die Auslösung 
von Apoptose in allen Makrophagen. In Mausmodellen konnte eine signifikante Reduktion der 
Tumor-infiltrierenden Monozyten und der Tumorvaskularisierung nachgewiesen werden. 
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Trabectedin scheint daher auch für das PDAC eine erfolgsversprechende Therapieoption darzustellen 
[196]. 
In einer aktuellen Studie von Winograd et al. wird im Mausmodell mit spontanem PDAC ein 
Antitumoreffekt durch eine kombinatorische Therapie aus Chemotherapie und verschiedenen 
Antikörpern, wie anti-CD40, anti-PD-1 und anti-CTLA-4, postuliert. Die Grundlage dazu stellt die 
Bewältigung der immunologischen Begünstigungen des PDAC [174]. So spielt CD40 auch in der 
Entwicklung der T-Zell-abhängigen Antitumorimmunität eine Rolle. Die Förderung der 
Antigenpräsentation ist die Voraussetzung zum tumorspezifischen T-Zell Priming und der T-Zell-
Aktivierung [197-202]. Die Kombination eines anti-CD40 Antikörpers mit einem 
Chemotherapeutikum soll die Widerstandsfähigkeit gegenüber Checkpointinhibitoren im PDAC 
überwinden. Im Mausmodell konnte die Regression von subkutanen Tumoren sowie verbessertes 
Gesamtüberleben gezeigt werden [174]. Klinische Studien sind in Planung.  
Neben den Immunzellen kommt den Botenstoffen eine fundamentale Bedeutung in der 
Manifestation und Progression von Tumoren zu. In dieser Arbeit präsentierte sich eine erhöhte TGF-
ß-Expression in HPDEc6c7 Zellen nach Co-Kultur mit PBMC von PDAC-Patienten. Ein erhöhter TGF-ß-
Spiegel gilt als negativer prognostischer Indikator im PDAC und bietet sich daher als attraktives Ziel 
an [203]. Allerdings ist die klinische Applikation von pharmazeutischen TGF-ß-Inhibitoren 
herausfordernd [203]. Die TGF-ß-vermittelten Signalwege sind komplex und resultieren in 
Abhängigkeit von ihrem Kontext in Zeit, Raum und Mikroumgebung in sowohl pro- also auch 
antitumoralen Aktivitäten in Epithel-/Karzinomzellen [159].  
Die direkte Neutralisation von TGF-ß führte beispielsweise zur Tumorprogression in genetischen 
PDAC-Mausmodellen [203]. Eine differenziertere Neutralisierung mittels monoklonalen Antikörper, 
gegen den murinen TGF-ß-2–Rezeptor, zeigte eine potente antimetastatische Aktivität in 
präklinischen PDAC-Modellen [203]. Dabei ließ sich eine Reduktion von aktivierten Fibroblasten, 
Kollagenablagerungen und der Mikrogefäßdichte feststellen [203]. Dies resultierte in einer 
epithelialen Differenzierung der Tumorzellen mit potenter Reduktion der Metastasierung [203]. 
Weiterhin ermöglichen diese Stroma-spezifischen Veränderungen eine verbesserte 
Medikamentenzufuhr [159]. Somit könnte die kombinatorische TGF-ß-Inhibition mit konventioneller 
Therapie zu einer verstärkten Tumorsensitivität gegenüber Chemo- und Radiotherapie beitragen 
[158]. Daneben wäre die Therapie von TGF-ß-Inhibitoren zusammen mit Immuntherapeutika eine 
Option zur Wiederherstellung der zytotoxischen Lymphozytenaktivität [91, 158]. Eine Potenzierung 
der Effekte von Immuncheckpoint Therapeutika durch TGF-ß-Inhibitoren wäre ebenfalls vorstellbar.  
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In der Ausbildung von Chemoresistenz und Zellwachstum/-migration der Tumorzellen nimmt auch 
L1CAM eine vielfältige Rolle ein [70, 204-206]. Eine hohe L1CAM-Expression im PDAC kann mit einem 
fortgeschrittenen Tumorstadium und schlechter Prognose assoziiert werden [68, 70, 71, 76, 91, 138, 
157, 204]. Ferner konnte eine Verbindung zwischen L1CAM-Expression und Schmerz hergestellt 
werden [68], sodass es sich als optimale Zielstruktur, um in verschiedene Tumor-assoziierten 
Phänomene einzugreifen, anbietet [74]. Somit würde L1CAM in zweifacher Hinsicht als Zielstruktur 
für neuartige Therapeutika dienen. Einerseits über seine Bedeutung in der Tumorprogression, 
andererseits durch seine Bedeutung bei Tumor-assoziierten Schmerzen. Erfolgsversprechend 
erscheinen therapeutische Optionen, bei denen L1CAM als Zielstruktur mit anderen therapeutischen 
Verfahren (z.B. Chemo-/Radiotherapie) kombiniert wird [74, 75]. Ein chemosensitivierender Effekt 
von PDAC-Zellen mittels L1CAM-Blockade konnte bereits in präklinischen Modellen gezeigt werden 
[74, 75].  
Ein vielversprechender Ansatz und einen Link zwischen Immunzellen und ihren Botenstoffe zeigte 
sich in Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Goebel et al. [137]. Hohe Konzentrationen von TNF-α 
und IL-6 wurden v.a. in den Überständen von Co-Kulturen aus Pankreasgangepithelzellen und 
aktivierten CD4+ T-Effektorzellen nachgewiesen [137]. Eine Neutralisierung von TNF-α durch 
Etanercept in vitro konnte zu einer effektiven Reversion EMT-assoziierter Alterationen in co-
kultivierten HPDE6c7-Zellen führen [137]. Ein ähnlicher Effekt wurde weniger ausgeprägt bei 
Neutralisierung von IL-6 mittels Tocilizumab (anti-IL-6R Antikörper) beobachtet [137]. In Einklang 
damit wurde in einem orthotopen PDAC-Xenograft-Mausmodell mit abladierten T-Zellen gezeigt, 
dass der anti-TNF-α Antikörper Infliximab potent Metastasierung reduziert [207]. Daneben wurde 
über eine TNF-α-Blockade mittels NF-κB-Hemmung eine verminderte Invasivität der PDAC-Zellen 
erzielt [207]. In einer Phase I/II-Studie konnte durch die kombinatorische Therapie von Etanercept 
und Gemcitabin von Patienten im fortgeschrittenen PDAC-Stadium zwar die Verträglichkeit der 
Medikation gezeigt werden, allerdings ließ sich keine signifikante Verbesserung gegenüber der 
Gemcitabinmonotherapie aufweisen [208]. Möglicherweise ist der Einsatz von 
Kombinationstherapien in früheren Krankheitsstadien erfolgreicher. 
Bei einem solch malignen Tumor wie dem PDAC sind immunologisch basierte Strategien als 
Monotherapie wahrscheinlich nicht effektiv, weswegen sie in Kombination mit anderen 
Therapiestrategien wie Operation, Chemo-/ Radiotherapie eingesetzt werden müssen.  




Das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC) zählt mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 8 % zu den 
bösartigsten Tumoren. Durch die frühzeitige Metastasierung sowie ausgeprägte Chemoresistenz 
stellt es noch heute eine infauste Prognose dar. Ein wichtiger Mechanismus dabei ist die Epitheliale-
Mesenchymale-Transition (EMT), bei der epitheliale Zellen die Charakteristika von beweglicheren 
mesenchymalen Zellen annehmen. Unterstützt wird die EMT durch ein inflammatorisches nicht-
neoplastisches Stroma, zu dem diverse Immunzellen zählen. So geht die Anreicherung von 
Makrophagen, regulatorischen T-Zellen und T-Effektorzellen im PDAC-Stroma einher mit einer 
niedrigeren Lebenserwartung der Patienten. Diese Arbeit hat einen Beitrag dazu geleistet, den 
Einfluss von peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) auf das duktale Pankreasgangepithel zu 
untersuchen, um ein besseres Verständnis über die frühen Veränderungen in der pankreatischen 
Tumorgenese zu erhalten. Dabei wurden Hinweise darüber erarbeitet, ob es Unterschiede zwischen 
PBMC von gesunden Individuen und PDAC-Patienten gibt. Dafür wurde die 
Pankreasgangepithelzelllinie HPDE6c7 in An- und Abwesenheit mit PBMC von je 5 gesunden 
Spendern oder PDAC-Patienten in direkter Co-Kultur für 72 Stunden co-kultiviert. Anschließend 
erfolgte die Untersuchung auf Tumor-assoziierte Veränderungen wie dem EMT-Status und des 
apoptotischen Ansprechens auf eine Gemcitabinbehandlung. Parallel wurde die Prävalenz und der 
Phänotyp der PBMC durchflusszytometrisch charakterisiert. Unter Co-Kultur erwarben die 
epithelialen Zellen in Gegenwart der PBMC beider Kollektive einen mesenchymalen Phänotyp, der 
sich in einer spindelförmigen Zellform sowie in einer gesteigerten Expression der mesenchymalen 
Marker L1CAM, Vimentin und TGF-ß auf RNA- und Proteinebene nachweisen ließ. Im M30 
Apoptoseassay fiel nach Co-Kultur mit PMBC von PDAC Patienten eine herabgesetzte Sensibilität 
gegenüber dem Chemotherapeutikum Gemcitabin in den HPDE6c7-Zellen auf. Darüber hinaus ließen 
sich bei der Analyse des Phänotypes der PBMC dezente Abweichungen in der Anreicherung der 
verschiedenen Zelltypen zwischen beider PBMC Kollektive feststellen. Insgesamt untermauern die in 
der vorgelegten Arbeit präsentierten Ergebnisse die Hypothese, dass die im Tumorstroma 
angereicherten Immunzellen nicht nur eine immunmodulierende Komponente während der 
Tumorigenese sind, sondern vielmehr eine direkte protumorigene Rolle in der Entwicklung 
epithelialer Tumore einnehmen. Hauptpromotoren der PDAC-Progression scheinen neben 
regulatorischen T-Zellen, Myofibroblasten und Makrophagen auch T-Effektorzellen darzustellen. Zur 
vollständigen Klärung der Rolle von Immunzellen, der von ihnen genutzten Signalwege bzw. ihrer 
Interaktion mit anderen Zellen genutzten Botenstoffe sind weiterführende Untersuchungen in 
größeren Kollektiven notwendig. Eine genaue Analyse und Übersicht des Zusammenspiels aller 
beteiligten Immunzellen schafft die Voraussetzung für effektive immunbasierte Antitumortherapien. 
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Physikalische Einheiten wurden mit dem internationalen SI (Système international 
d’unités)- Einheiten abgekürzt und werden im Abkürzungsverzeichnis nicht weiter erläutert. 
AK Antikörper 
APC Allophycocyanin 
APS  Ammoniumpersulfat  
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
BHLH Basic helix-loop-helix = Twist 
BMP  Bone morphogenic protein  
BRCA2 Breast Cancer 2, early-onset 
BSA Bovines Serumalbumin 
CCK 18 Caspase cleaved keratin 18 = K18-Asp396 
CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) = Monocyte Chemotactic Protein 1 
(MCP1)  
CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20)= Macrophage Inflammatory Protein-3 
(MIP3A) 
CD  Cluster of differentiation  
CDNA  Complementary deoxyribonucleic acid  
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CIS Carcinoma in Situ 
CO2  Kohlendioxid  
CP  Chronische Pankreatitis  
Ct  Threshold cycle 
CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid)  
DNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat  
DPC4 SMAD4, Tumorsuppressorgen 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  
EGF  Epidermal growth factor  
EMT  Epitheliale-Mesenchymale-Transition  
EZM  Extrazelluläre Matrix  
5-FU 5-Fluoruracil 
FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting  
FAP Familiäre adenomatöse Polyposis 
FCS  Fetal calf serum (Fötales Kälberserum) 
FGF  Fibroblast growth factor  
FITC Fluorescein isothiocyanate 
FPC Familial pancreatic cancer 
FoxC2 Forkhead box protein C2 
FoxP3 Forkhead-box-protein P3: Transkriptionsfaktor von Treg exprimiert 
HBOC Familiäres Mamma-und Ovarialkarzinom 
HER-2/neu Human epidermal growth factor receptor 2 
HGF  Hepatocyte growth factor  
HIF-1α  Hypoxia inducible factor-1α  
HLA-DR  Human leucocyte antigen-DR  
HNPCC Hereditäres nicht-polypöses Kolorektales Karzinom 
HPDE6c7 Humane pankreatische duktale Epithelzelllinie 6c7 
HPV Humanes Papilloma Virus 
HRP  Horseradish-peroxidase  
HSP  Heat shock protein  
IFN-γ  Interferon gamma  
Ig  Immunglobulin  
IL  Interleukin  
kDa Kilodalton 
KRAS Kirsten ras oncogene 
L1CAM L1 cell adhesion molecule 
MAPkinase  Mitogen aktivierte Proteinkinase  
MCP-1 Monocyte chemotactic Protein 
MET Mesenchymal-Epitheliale-Transition 
MHC-I/-II  Major histocompatibility complex –I/-II  
MMP  Matrixmetalloprotease  
MRNA  Messenger ribonucleic acid  
NaCl Natriumchlorid 
NK-Zelle  Natürliche Killerzelle  
NK-κB  Nuclear factor-kappa B  
NO  Nitric oxid (Stickstoffmonoxid)  
P16 CDK-Inhibitor 2A 
PAA  Polyacrylamid  
PanIN  Pankreatische intraepitheliale Neoplasie  
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PBMC Periphere mononukleare Blutzellen 
PBS  Phosphate buffer saline  
PD-1 Programmed 71ell death protein 1  
PDAC  Pancreatic ductal adenocarcinoma (Duktales Pankreasadenokarzinom) 
PDGF  Platelet derived growth factor  
PE Phycoerythrin 
PMSF Phenylmethanesulfonylfluoride oder phenylmethylsulfonyl fluoride 
PVDF Polyvinylidenfluorid-Membran 
RNA  Ribonucleic acid  
RNI  Reactive nitrogen intermediate  
ROS Reactive oxygen species  
RPMI  Medium, benannt nach Roswell Park Memorial Institut  
RtPCR Realtime Polymerase chain reaktion  
α-SMA Alpha smooth muscle actin 
SA  Standardabweichung  
SIP1 Smad interactin protein-1 
SDS  Natriumdodecylsulfat  
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SMAD Small body size mothers against decapentaplegic 
Strept-PerCP5.5 Streptavidin PerCP-Cyanine5.5 
TAM  Tumor-assoziierte Makrophagen  
TBP  TATA-box binding protein  
TBS  Tris buffer saline  
TCR T-Zell Rezeptor 
Temed  Tetramethyletheylendiamin  
TGF-β  Transforming growth factor-beta  
TßRI/II Transforming growth factor, beta receptor I/II 
TNF-α  Tumor necrosis factor -alpha  
Tp53 Tumorsuppressorgen 53 
Treg Regulatorische T-Zellen 
Tween Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 
UpM Umdrehungen pro Minute  
VEGF Vascular endothelial growth factor 
ZEB-1 Zinc finger E-Box-binding Homeobox-1  
ZEB-2 Zinc finger E-box-binding-protein 
ZO-1 Zonula Occludens Protein 1 
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